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1. Importancia de los cultivos extensivos e intensivos en Argentina 
La idea de agricultura extensiva se vincula a la explotación agrícola que no 
pretende maximizar el rendimiento del suelo mediante el uso de agroquímicos 
o de infraestructura, sino que apuesta por la utilización de los recursos que la 
naturaleza ofrece en la zona [1]. Este sistema de producción, al contrario del 
intensivo, implica un uso intenso de recursos (insumos, trabajadores, etc.) para 
incrementar el rendimiento por hectárea [2]. Entre los cultivos extensivos más 
destacados en la Argentina encontramos los cereales y la soja.  
 1.1 Cultivo de cereales en Argentina 
Argentina tiene una superficie continental de alrededor de 2,8 millones de 
kilómetros cuadrados y cuenta con unos 34 millones de hectáreas con cultivos 
agrícolas. Los principales cultivos que ocupan esa superficie son: soja, trigo, 
maíz, girasol, sorgo y arroz. Para el cultivo de cereales la zona por excelencia 
es la pampa húmeda, con climas templados y una superficie total de alrededor 
de 210.000 km² concentra el 80% de la producción de cereales [3]. La mayor 
parte de la producción está en la provincia de Buenos Aires, seguida por Santa 
Fe y Córdoba. En el sudeste de la provincia de Buenos Aires, las tierras 
cultivadas con trigo como cultivo de invierno se alternan con girasol, papas y 
pastoreo de ganado. En el noreste de la provincia de Buenos Aires, en los 
cultivos de primavera verano se rota el trigo con maíz, mijo y sorgo [4]. 
El trigo (Triticum aestivum) fue el cultivo fundador de la colonización agrícola de 
la región pampeana, siendo su historia en el país paralela a la de la agricultura 
argentina [5]. La expansión del cultivo se inicia en 1870, cuando las colonias 
agrícolas comenzaron a extenderse por las provincias de Santa Fe, Córdoba, 
La Pampa y Entre Ríos [5]. La exportación de gran parte de su producción 
convirtió a la Argentina en “el granero del mundo” y contribuyó a ubicar al país 
en un lugar destacado en el contexto mundial. En la última década, la superficie 
total sembrada osciló entre 5 y 7 millones de hectáreas, ocupando 
principalmente las provincias de Buenos Aires y Santa Fe. El rendimiento por 
hectárea se ha mantenido entre los 1.900 y 2.600 kilos, mientras que la 
producción total al año 2017 fue estimada en 13,4 millones de toneladas [6].  
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En general, una parte de los granos se destina al consumo interno y el resto se 
exporta [7]. El cultivo de trigo es el más importante a nivel mundial, tanto si se 
lo considera desde la superficie sembrada y la producción como en su 
significado en la alimentación humana. Aunque en los últimos años es un 
cultivo que ha perdido competitividad frente a otros, en especial la soja, la 
Argentina está en los primeros lugares en cuanto a la producción y exportación 
de este cereal. El desafío actual para productores y técnicos es tratar de 
recuperar el lugar que tuvo, sobre todo teniendo en cuenta su importancia 
estratégica dentro de una rotación balanceada como requiere la intensificación 
de la agricultura en la actualidad.Desde los 70 a la actualidad el área del cultivo 
ha disminuido en un 49% mientras que la producción se incrementó en un 59% 
gracias a los avances tecnológicos que permitieron un incremento en los 
rendimientos. 
El cultivo de maíz (Zea mayz L.) es uno de los más importantes a nivel mundial, 
con una producción estimada 2017/2018 de 1038 millones de toneladas [8], 
presenta distintos usos como ser alimentación animal, molienda húmeda, 
molienda seca, etanol, biogás y biomateriales entre otros [9]. El consumo de 
maíz viene incrementándose aceleradamente. El rápido crecimiento de la 
industria de etanol en Estados Unidos, la evolución de los países asiáticos, la 
recuperación de la industria aviar, los nuevos mercados y el aumento de la 
población son algunas de las razones que han llevado a que el consumo 
mundial de maíz crezca más de un 35% durante la última década [10]. En la 
República Argentina, el cultivo alcanzó los 35 millones de toneladas en la 
campaña 2017/2018 [11] . Esta producción se correspondió con una superficie 
cosechada de 987 mil hectáreas.  
1.1.1 Cultivo de oleaginosas  
El denominado “complejo oleaginoso” es hoy el principal bloque exportador y 
uno de los pilares de la economía nacional. Las especies oleaginosas más 
importantes de la producción argentina son la soja (Glycine max), seguida por 
el girasol (Helianthus annuus), que continuamente mejoran su genética y 
protagonizan incrementos en la producción. También se producen, aunque en 
muy pequeña proporción, cártamo, colza y lino. Las principales provincias 
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productoras de oleaginosas son Córdoba, Santa Fe y Buenos Aires, que en 
conjunto representan el 84 % de la producción total nacional. 
Argentina ocupa el tercer lugar como productor mundial de aceite de soja, 
detrás de China y Estados Unidos. A modo de ejemplo del crecimiento en una 
década, Argentina pasó de una producción de 31,5 millones de toneladas en 
2003/2004 y 14,5 millones de hectáreas sembradas; a 53 y 55 millones de 
toneladas en el 2013/2014 y más de 20 millones de hectáreas sembradas. 
Según datos de la Bolsa de Cereales en el 2016/2017 se sembraron 20,6 
millones de hectáreas con una producción de 56 millones de toneladas. De 
acuerdo con el estimado de la Bolsa de Comercio de Rosario la cosecha de 
soja con una superficie sembrada de 19,2 millones de hectáreas será de 56 
millones de toneladas en la temporada 2016/2017, ligeramente superior a los 
55,3 millones de toneladas en la temporada 2015/2016 con una mayor 
superficie sembrada de 20,2 millones de hectáreas. 
1.2 Cultivos intensivos  
La agricultura intensiva es un método de producción agrícola en el cual se hace 
un uso intensivo de los medios de producción como la siembra. Consiste en 
sacar la mayor cantidad de productos por unidad de superficie aplicando 
fertilizantes, semillas seleccionadas, regadíos, maquinaria, entre otros [2]. 
Dentro de este sistema encontramos como cultivos característicos las 
hortalizas: tomate, pimento, papa entre otros. 
1.2.1 Cultivo de hortalizas 
El cultivo de hortalizas, según un análisis realizado por el INTA (2009-2012), 
abarca 500.000 hectáreas. El volumen de producción es 8-10 millones de 
toneladas (2009/2010), y si bien es muy inferior a cereales y oleaginosas (más 
de 90 millones de toneladas campaña 2016/2017) se destaca 
fundamentalmente por su elevado valor económico por unidad de peso y por su 
alta producción por unidad de superficie cultivada [12]. La horticultura argentina 
se caracteriza por su amplia distribución geográfica y por la diversidad de 
especies que produce. El mayor desarrollo de algunas zonas para la 
horticultura comercial se debe a su mayor cercanía con los centros de 
distribución y consumo. Así mismo tiene una importante intervención en las 
economías regionales por su demanda de mano de obra e insumos. 
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El tomate (Lycopersicum esculentum) es la segunda hortaliza de mayor 
importancia a nivel mundial después de la papa [13]. Lozano (2012) sostiene 
que la producción de hortalizas en la República Argentina tiene como uno de 
sus principales protagonistas el cultivo de tomate especialmente bajo el 
sistema de agricultura protegida. Según Argerich et al. (2011) la producción 
estimada de las hortalizas es de 10.500.000 toneladas, de cuales el 65% 
corresponde a nueve especies, entre ellas, el tomate [14]. Se estima que 
17.800 hectáreas de cultivo se producen en todo el territorio nacional tanto para 
consumo en fresco, industria, mercado interno e internacional [15]. 
1.3 Interacciones entre plantas y microorganismos, bacterias promotoras 
del crecimiento vegetal 
El término “rizobacteria” fue introducido por Kloepper y Schroth para referirse a 
aquellas comunidades bacterianas del suelo capaces de colonizar las raíces de 
las plantas [16]. Los mismos autores en 1981, ampliaron este concepto, 
incluyendo dentro de la denominación de rizobacterias promotoras de 
crecimiento vegetal (abreviado PGPRs por sus iniciales siglas en inglés) a 
todos aquellos microorganismos capaces de estimular el crecimiento de las 
plantas posterior a la colonización de sus raíces [17]. Actualmente, se reconoce 
que los microorganismos promotores de crecimiento vegetal no se restringen 
únicamente a las rizobacterias, sino que además incluyen a hongos 
(especialmente micorrizas), bacterias de vida libre y microorganismos 
endófitos. 
Las bacterias PGPRs se encuentran asociadas a un amplio espectro de 
especies vegetales presentes en diferentes ambientes [18]. Basados en la 
interacción con la planta huésped los mecanismos de promoción se clasifican 
en directos e indirectos [17]–[19]. Es pertinente aclarar que en la mayoría de la 
bacterias PGPR no se restringen a un único mecanismo de acción, por lo que 
el efecto sobre la planta puede resultar de la combinación de la actividad de 
dos o más mecanismos [20].  
Los mecanismos directos son los procesos que facilitan el acceso de nutrientes 
poco disponibles o modulan los niveles de hormonas que intervienen en el 
proceso de crecimiento [21]. Dentro de estos se encuentran la fijación biológica 
de nitrógeno, solubilización de fosfatos, producción de fitohormonas, actividad 
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ACC desaminasa y producción de sideróforos. Los mecanismos indirectos son 
aquellos asociados a la sanidad de la planta ya sea mediante el control de los 
patógenos (biocontrolador) o la inducción de resistencia [22]–[26]. A 
continuación, se describe algunos de los mecanismos PGPR más conocidos. 
1.3.1 Mecanismos de promoción directa  
1.3.1.1 Fijadores de nitrógeno  
El gas dinitrógeno (N2) representa la forma de nitrógeno más abundante en la 
biosfera, pero no puede ser utilizada por la mayoría de los organismos, 
incluyendo las plantas. La fijación biológica del nitrógeno (BNF), es decir la 
reducción de N2 en amonio mediada por la enzima nitrogenasa, es un proceso 
exclusivo de organismos procariotas [27]. Esta actividad ayuda a suplir a la 
biosfera con compuestos nitrogenados y a la vez compensa las pérdidas 
generadas por efectos de la desnitrificación. Es una alternativa sustentable y 
económica que permite disminuir la fertilización química, y suplir la 
necesidades de nitrógeno de la planta [21], [27]–[29]. 
La comunidad fijadora de nitrógeno presenta una diversidad taxonómica y 
fisiológica importante, incluyendo especies en la mayoría de los géneros 
conocidos de arqueas y bacterias. Los diazótrofos se pueden clasificar según 
su estrategia de vida en microorganismos simbióticos (Rhizobium spp.), 
asociativos (Azospirillum spp., Azotobacter spp. etc.) o de vida libre (Klebsiella 
spp. y Rhodospirillum spp.) [30].  
El componente de fijadores de nitrógeno es la principal característica de 
muchos inóculos usados como biofertilizantes dentro de los cuales se destacan 
los basados en Azospirillum spp. [31], Azotobacter spp, Burkholderia spp. [32], 
Rhizobium spp [33] entre otros. 
1.3.1.2 Microorganismos solubilizadores de fósforo 
El fósforo (P) es un factor limitante en la producción agrícola ya que es un 
macroelemento esencial para el crecimiento de las plantas. El mayor reservorio 
de este mineral se encuentra en formas no asimilables para la planta, 
representando las sales insolubles del 75 al 90% del fósforo total del suelo. 
Una proporción importante de los fosfatos solubles agregados es rápidamente 
fijado en forma de fosfatos de hierro, aluminio y calcio generando su 
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precipitación y adsorción por los coloides, lo que pone de relieve las 
limitaciones del uso de fertilizantes de origen químico [34]. 
Un número considerable de bacterias denominadas comúnmente PSB 
(Phosphorous Solubilizing Bacteria) poseen la capacidad de solubilizar las 
formas de P inorgánico mediante la producción de ácidos orgánicos y/o la 
producción de agentes quelantes. Estas bacterias se encuentran distribuidas 
en diferentes ecosistemas, aunque el tipo y naturaleza del microorganismo está 
condicionado al suelo y vegetación presentes [35]. Se ha investigado el uso de 
estas bacterias como inoculante en numerosas especies vegetales, 
demostrando que esta práctica permite incrementar simultáneamente la 
absorción de fósforo y el rendimiento de los cultivos [29]-[37]. 
1.3.1.3 Microorganismos productores de fitohormonas 
Se trata de hormonas vegetales que regulan parámetros como el crecimiento, 
la división celular o extensión de la raíz [44], [45]. Este es uno de los aspectos 
de las actividades promotoras del crecimiento que mayor interés suscitan 
desde el punto de vista agrícola. En la literatura se encuentra reportado que 
diversas especies bacterianas producen auxinas como producto de su 
metabolismo, incluyendo ácido indolacético (AIA), ácido indolbutírico (IBA) o 
sus precursores [45]–[47]. Estas moléculas tienen una gran influencia en el 
crecimiento de las plantas, especialmente de la raíz y regulación de la 
germinación [48]–[51].  
Las giberelinas son un amplio grupo de moléculas, de las cuales 4 tipos son 
sintetizados por bacterias PGPR (GA1, GA2, GA3 y GA20) [52]. Estas 
hormonas son transportadas desde las raíces a las partes aéreas de la planta, 
donde los efectos que ejercen son notables y más aún cuando las bacterias 
también tienen la capacidad de producir auxinas que estimulan el sistema 
radicular mejorando el suministro de nutrientes para facilitar el crecimiento en la 
parte aérea [53]. Las citoquininas promueven y mantienen la división celular de 
las plantas y están involucradas en varios procesos de diferenciación que 
incluyen la formación de los brotes o el crecimiento primario de la raíz, entre los 
microorganismos más conocidos por producir citoquininas se encuentran: 
Pseudomonas, Azospirillum y Bacillus, Klebsiella, Xanthomonas [54], [55]. El 
etileno es una hormona difusible que tiene un rol preponderante como 
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mediador y coordinador de las señales internas y externas que modulan la 
dinámica del crecimiento y los programas de desarrollo en las plantas [56]. Se 
ha demostrado que determinadas bacterias PGPR productoras de la enzima 
ACC desaminasa son capaces de llevar a cabo la descomposición del 
precursor del etileno, el ácido aminociclopropano carboxílico (ACC), aliviando o 
atenuando el estrés de las plantas en situaciones de salinidad, sequía, calor, 
frío, o por la presencia de metales pesados, etc.)[44], [57] . 
1.3.2 Mecanismos indirectos 
1.3.2.1 Control biológico. 
 La forma de realizar esta tarea es variada, desde la producción de sustancias 
antibióticas, producción de los propios sideróforos, excreción de enzimas 
líticas, entre otros [58]. Los sideróforos producidos por las PGPR son moléculas 
secretadas por microorganismos en condiciones de deficiencia de hierro para 
secuestrar este metal de su entorno. Este mismo mecanismo que emplean las 
bacterias PGPR para captar los metales, y comprometen el desarrollo de los 
fitopatógenos que pueden infectar la planta, ya que estos también requieren de 
los metales para su correcto crecimiento [59]. En cuanto a la antibiosis, los 
mecanismos por los que se consiguen se han ido describiendo a lo largo de las 
últimas décadas. Es sabido que las cascadas genéticas que regulan la síntesis 
de estos componentes están reguladas a su vez por condiciones ambientales, 
como pueden ser el pH, distintas fuentes de nutrientes, elementos traza, varios 
tipos de estímulos, incluso el genotipo de la planta huésped han resultado tener 
influencia en la regulación de la síntesis de estos compuestos [60]. 
 La producción de enzimas líticas por parte de las bacterias supone otro 
mecanismo de biocontrol. Algunas de estas enzimas son quitinasas, celulasas, 
lipasas o proteasas que tienen la capacidad de hidrolizar partes de la pared 
celular de muchos hongos fitopatógenos [61]. Todos estos mecanismos los 
emplean las bacterias para poder competir por el rico nicho que supone la 
rizósfera de forma que ellas se vean favorecidas por su colonización. A su vez 
esta actividad de las bacterias favorece a las plantas protegiéndolas de la 
colonización por patógenos o incluso induciendo mecanismos de resistencia 
que empleará la planta por sí misma [62].  
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1.4 Procesos de colonización en plantas 
 Las interacciones planta-microorganismo son altamente complejas y 
dinámicas, las interacciones comienzan con la etapa de colonización 
microbiana la cual puede ocurrir en distintas superficies vegetales, como en la 
filósfera, la endosfera o la rizósfera. La filósfera comprende las partes aéreas 
de las plantas, siendo las hojas los órganos principales de interacción. Se ha 
estimado que las poblaciones bacterianas por centímetro cuadrado (cm2) de 
superficie de la hoja están en el orden de 106 a 107 unidad formadora de 
colonias (UFC) [63]. La rizósfera es la zona de suelo que rodea a las raíces y 
es fuertemente influenciada por las mismas, este ambiente es considerado uno 
de los más dinámicos del planeta (Figura 1) [64]. Por otra parte, se considera a 
la endósfera como el sistema interno de la planta que incluye los espacios 
intercelulares y los sistemas de transporte. Los procesos de colonización 
endofítica y rizosférica, inician con la “migración” de las poblaciones 
bacterianas hacia las raíces en respuesta a la liberación de diferentes 
compuestos orgánicos de las plantas hacia el suelo, denominados 
comúnmente fotosintatos o exudados, los cuales contienen concentraciones 
importantes de aminoácidos, nucleótidos, ácidos grasos, orgánicos, fenólicos, 
azúcares y vitaminas que son utilizados por los microorganismos como fuente 
de nutrientes para su crecimiento [65], [66]. El “efecto rizosférico” implica la 
capacidad de los exudados, para actuar como quimioatrayentes de las 
comunidades microbianas del suelo [67]. Un ejemplo del efecto rizosférico se 
encuentra al comparar las densidades bacterianas: La densidad microbiana en 
la rizósfera alcanza concentraciones del orden de 1010 o 1012 UFC/g de suelo, 
mientras que las concentraciones bacterianas en regiones del suelo que están 
alejados del sistema radicular de las plantas presentan concentraciones 
menores a 108 UFC/g de suelo. 
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Figura 1. Representación gráfica de las distintas zonas de interacción planta-
microorganismo en la raíz. Los microorganismos son “atraídos” hacia la rizósfera y la 
superficie de las raíces (rizoplano) en donde se da el proceso de colonización, generalmente 
estos procesos se originan en los extremos de las raíces donde se lleva a cabo la elongación 
radicular y en los puntos de emergencia de los pelos radiculares. Se observa dos ejemplos de 
asociaciones simbióticas radiculares, nódulos fijadores de nitrógeno y la asociación 
endomicorrícica (recuadro derecho) [63], [68].  
 
Una vez establecido el contacto con la superficie de la raíz, los 
microorganismos rizosféricos forman microcolonias, y dependiendo del tipo de 
microorganismo, permanecerán en la superficie o progresarán iniciando el 
proceso de colonización endofítica [63]. Existen numerosos reportes que 
demuestran que las bacterias responden a los exudados de las plantas a través 
de la expresión de diversos genes, tales como aquellos asociados con la 
síntesis de EPS y la formación de biofilm [69], [70]. En éste biofilm formado 
sobre las superficies vegetales, las comunidades microbianas se encuentran 
protegidas de factores adversos del medio ambiente [71]. Por ejemplo, Bacillus 
subtilis es atraído por ácido L-málico secretado por Arabidopsis thaliana, y la 
formación de biofilm es activada por este compuesto en un proceso 
dependiente de los mismos genes que son requeridos para la formación de 
biofilm in vitro [72], [73]. La síntesis de EPS también es requerida para la 
formación de biofilm y para la colonización de la bacteria endófita 
Gluconacetobacter diazotrophicus, un mutante deficiente para la producción de 
EPS no puede adherirse sobre la superficie ni colonizar endofíticamente raíces 
de arroz [70]. Azospirillum brasilense, una PGPR que normalmente coloniza y 
promueve el crecimiento de gramíneas como el trigo y el maíz, tiene la 
capacidad de colonizar el rizoplano formando biofilm [74], [75]. Timmusk et al. 
(2005)[76] han reportado la formación de biofilm en raíces de Arabidopsis 
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thaliana y cebada por parte de Paenibacillus polymyxa, demostrando mediante 
la utilización de una cepa marcada con la proteína GFP y técnicas 
microscópicas el patrón de colonización generado por ésta bacteria. En 
síntesis, se dispone de varias evidencias indicando un rol importante de los 
EPS y formación de biofilm en el proceso de las etapas tempranas de la 
interacción planta-rizobacterias.  
Los microorganismos pueden encontrarse en zonas diferentes de la planta y 
establecer interacciones benéficas Figura 2, neutrales con sus plantas 
huésped. Las interacciones benéficas son de gran interés en el ámbito de la 
bioprospección, ya que constituyen en sí mismas los mecanismos de 
promoción de crecimiento vegetal [77]. 
 
Figura 2. Interacciones positivas en la rizósfera. A cambio de los nutrientes liberados por las 
plantas en la rizósfera (zona amarilla), los microorganismos pueden suplirla con compuestos 
promotores de crecimiento vegetal. Adicionalmente, en este espacio se dan también procesos 
de biocontrol de patógenos, mediados entre otros mecanismos por liberación de compuestos 
antimicrobianos [78]. 
1.4.1 Colonización endofítica. 
Las bacterias endófitas se definen como aquellas bacterias que se pueden 
aislar de los tejidos vegetales con desinfección superficial, y no causan daños 
visibles a la planta. Si bien esta definición no incluye bacterias endofíticas no 
cultivables, es una definición práctica basada en las limitaciones 
experimentales [79]. 
 La mayor parte de los microorganismos endófitos provienen o son reclutados 
de la comunidad del ambiente rizosférico, por lo tanto, deben ser eficientes 
colonizadores de la rizósfera y/o rizoplano [64], [80]. Una colonización 
endofítica exitosa involucra a un huésped compatible. Se postula además que 
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los endófitos representan a miembros especializados de los colonizadores del 
rizoplano: existe una selección por parte de la planta de las bacterias más 
adaptadas a la vida endófita siendo éstas reclutadas de un gran pool de 
bacterias rizosférica y que eventos estocásticos, ambientales y factores que 
dependen de las bacterias conducen a que éstas puedan colonizar los tejidos 
internos [81]. En general, no se conoce si las bacterias endófitas necesitan 
alcanzar un tejido u órgano específico para el desempeño adecuado de sus 
funciones. En cuanto a la localización en la planta, si bien generalmente el 
mayor número de bacterias endófitas se encuentra en las raíces, también se ha 
reportado colonización en tallos, semillas, hojas, frutos, tubérculos, órganos 
reproductivos y en el interior de nódulos [62], [63], [82], [83]. 
Se ha reportado que el ingreso de las bacterias endófitas desde el rizoplano 
hacia el tejido cortical de la raíz puede implicar tanto mecanismos pasivos 
como activos [80] y diferentes vías de ingreso [63], [84]. [67]. En la Figura 3 se 
muestran esquemáticamente la raíz y las zonas por donde puede ocurrir la 
internalización bacteriana. El ingreso pasivo puede tener lugar por grietas 
naturales presentes en las zonas de emergencia de las raíces laterales (a 
través de la lámina media de la epidermis), como así también por la base de los 
pelos radicales y en la zona de crecimiento del ápice de la raíz o las generadas 
por otros microorganismos deletéreos [30], [85], [86]. Varios trabajos reportan 
como sitio de entrada de las bacterias endófitas la colonización por los pelos 
radicales [87] [88]. El ambiente que rodea a los pelos radicales es propicio para 
la vida y reproducción de los microorganismos debido a la capacidad de 
absorción de nutrientes en esta zona de la raíz. Además de entrar por las 
raíces, otros sitios comúnmente usados por los endófitos para ingresar a las 
plantas son las estomas, las lenticelas, y las radículas. 
 Los mecanismos activos por los que las bacterias endófitas son capaces de 
ingresar a los tejidos de las plantas implican la expresión de enzimas líticas que 
degraden la pared celular vegetal para luego continuar la colonización en el 
interior de los tejidos vegetales [24]. 
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Figura 3: Esquema muestra los tipos de asociación de las bacterias en relación con su 
capacidad de colonizar las diferentes zonas de interacción (rizosférica, asociativa y endofítica) 
y los posibles puntos de ingreso a las raíces [85].  
 
Estas enzimas tales como las pectinasas y celulasas favorecen la formación de 
grietas o lastimaduras en la rizodermis por donde ingresan los 
microorganismos, la actividad enzimática parece también mediar el pasaje a 
través de la endodermis permitiendo la penetración al periciclo y los vasos 
xilemáticos [80], [89]. La capacidad de degradar pectinas el mayor 
constituyente de la pared primaria de las células vegetales y de la lámina 
media, es una característica de muchas bacterias asociadas a plantas, 
incluyendo bacterias patógenas de las mismas. A diferencia de las bacterias 
endófitas, los microorganismos patógenos producen lesiones graves en los 
tejidos de las plantas que colonizan. 
También se sugiere que la producción de enzimas celulíticas facilitaría la 
digestión de la pared celular para que sea posible una diseminación vertical, 
como es el caso de Azoarcus sp. BH72 [90]. Esta bacteria no utilizaría las 
celulasas para crecer ya que no se registra crecimiento con 
carboximetilcelulosa (CMC) como única fuente de carbono y energía (FCE) y 
se postula que su rol sería permitir la invasión de los tejidos en el proceso de 
colonización de la raíz. Azoarcus no secreta sus enzimas celulolíticas, sino que 
éstas están asociadas a la superficie celular y se postula que de esta manera 
podrían mediar una digestión más localizada de la pared celular de las plantas 
y menos agresiva en comparación con los organismos fitopatógenos. Hurek et 
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al (1994) reportaron que Azoarcus sp. tiene la capacidad de ingresar a los 
espacios intercelulares de raíces de gramíneas y, una vez allí, aumentar la 
densidad celular y movilizarse entre los tejidos vasculares centrales de las 
plantas hasta llegar a los tejidos aéreos, como lo son los tallos y las hojas [91] 
(Figura 4). 
La mayor parte de estas celulasas parecen estar reguladas por mecanismos de 
inducción-represión dependiendo de la FCE del medio, no obstante, en algunas 
bacterias del rumen como Pseudomonas aeruginosa éstas se expresan 
constitutivamente [92]. Entre las bacterias fijadoras de nitrógeno asociadas a 
plantas la actividad celulolíticas se ha encontrado en Frankia sp.[22], Rhizobium 
sp. [93], y Bacillus [25]. Se ha reportado que Azospirillum irakense, aislado del 
interior de tejidos desinfectados superficialmente, fue capaz de crecer en un 
medio con pectina como única FCE. Estas enzimas fueron también 
encontradas en raíces de plantas de sorgo inoculadas con la PGPR endófita 
Gluconacetobacter diazotrophicus [94]. 
 
 
Figura 4. Corte transversal de una raíz de trigo mostrando los espacios intercelulares 
colonizados por bacterias endófitas [95]. 
 
1.5 Ecología microbiana: el estudio de la biodiversidad 
La ecología microbiana se enfoca en la estructura de las comunidades, cómo 
interactúan entre sí y con el ambiente, así como también las funciones que 
cumplen. Se interesa también por revelar las propiedades emergentes de un 
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ecosistema, aquellas capacidades que no se manifiestan en microorganismos 
aislados sino en el conjunto de un consorcio [96]. 
Las comunidades microbianas presentan atributos característicos, como la 
composición, diversidad o la dinámica en el tiempo, útiles para describir y 
comparar distintos hábitats. La composición de la comunidad, es decir los 
diferentes taxones o las poblaciones nativas que la componen, es el resultado 
de la selección del sistema, tanto en sus componentes bióticos como abióticos. 
En este contexto, uno de los desafíos actuales de la ecología microbiana es la 
identificación tanto de los microorganismos cultivables, basados en 
aislamientos y/o el análisis de las propiedades metabólicas de los mismos, 
como de los microorganismos no cultivables, basados en el análisis del 
metagenoma (ADN presente en una muestra ambiental) por medio de técnicas 
moleculares. A continuación, se describen algunas de las herramientas tanto 
dependientes como independientes de cultivo, usadas para el estudio de las 
comunidades microbianas en ambientes naturales. 
1.5.1 Herramientas para el estudio de microorganismos  
1.5.1.1 Métodos dependientes de cultivos 
Se han hecho continuos esfuerzos para aumentar la probabilidad de 
aislamiento de los microorganismos y alcanzar a disponer de cultivos puros en 
el laboratorio. En la literatura existe una extensa lista de medios de cultivo 
diseñados, que incluyen diferentes tipos de fuente de carbono, de vitaminas, de 
energía, entre otros, al igual que consideraciones sobre los factores 
fisicoquímicos que afectan el crecimiento, ejemplo temperatura, pH, 
requerimientos de oxígeno, salinidad, entre otros [97]. 
 La aplicación de estas metodologías dependientes de cultivo es esencial para 
disponer de cultivos aislados y puros que permitan identificar las especies, 
determinar su caracterización genotípica, fenotípica y el estudio de procesos de 
asociación y colonización en la interacción planta-microorganismo. Algunas de 
las principales ventajas asociadas a esta metodología residen en su costo 
económico relativamente bajo y de que el investigador cuenta con el “material” 
microbiano para su uso en futuros estudios [21]. Mientras que la principal 
desventaja es la limitación de recuperar una fracción mínima de la diversidad 
presente en el ambiente, ya que se estima que cerca del 99% de una 
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comunidad microbiana presente en el ambiente no es realmente accesible por 
métodos tradicionales de aislamiento microbiológicos [98], [99]. 
1.5.1.2 Metodologías de estudio de las bacterias promotoras del 
crecimiento vegetal. 
Tanto para caracterizar la interacción PGPR-planta, así como persiguiendo el 
objetivo final de la aplicación de las PGPR como inoculantes en cultivos de 
importancia agronómica, surge la necesidad de estudiar la colonización y 
supervivencia de estas en las plantas inoculadas.  
En el sistema suelo-planta la complejidad de interacciones es inmensa, por lo 
que sistemas menos complejos y más reproducibles, como los sistemas de 
crecimiento en condiciones asépticas, son muy utilizados para evaluar la 
capacidad de colonización de las PGPR y la influencia de factores bióticos o 
abióticos sobre ésta [100]. Estos sistemas consisten en la utilización de 
semillas desinfectadas (para eliminar la población microbiana nativa 
superficial), el crecimiento de las mismas en soporte estéril y en condiciones 
controladas de humedad, temperatura y fotoperíodo (cámara de cultivo), y la 
inoculación con el microorganismo en estudio [101], [102]. El crecimiento de las 
plantas en estas condiciones puede realizarse en sustratos sólidos, semi-
sólidos o líquidos [103], [104]. La desinfección de las semillas puede realizarse 
mediante diversos protocolos [60], [105], y debido a que la población 
microbiana de las semillas es variable suele ser necesaria una puesta a punto 
de la desinfección para qué ésta sea efectiva. Con estos estudios se pretende 
monitorear las bacterias PGPR inoculadas, caracterizar los patrones de 
colonización, localización y distribución bacteriana en la planta inoculada, 
cuantificar las poblaciones de la bacteria inoculada (del rizoplano y endofítica) y 
su persistencia en el tiempo, entre otros [106]. Asimismo, se busca elucidar las 
bases moleculares de la interacción PGPR-planta, buscando rasgos 
bacterianos que puedan estar involucrados en la colonización, principalmente a 
través de la construcción de mutantes defectivos de genes potencialmente 
implicados en la colonización y posterior análisis de la habilidad de colonización 
estos mutantes en competición con la cepa salvaje. 
Luego del crecimiento en condiciones asépticas es posible cuantificar la 
población de la bacteria inoculada tanto del rizoplano como del interior de los 
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tejidos. Previa desinfección superficial de los tejidos, se realiza el macerado de 
los mismos y la siembra en un medio de cultivo adecuado para su recuento. 
Las comunidades del rizoplano se calculan como la diferencia entre la 
población total del tejido sin desinfectar y la encontrada en los tejidos 
desinfectados (población endofítica) [106]. En este tipo de estudios, si bien 
llevados a cabo en condiciones asépticas, es posible encontrar que los 
controles de tejidos no inoculados presentan crecimiento de microorganismos, 
lo cual puede deberse a los endófitos presentes en la semilla. En estos casos, 
al igual que cuando se trata de estudios de competencia llevados a cabo en 
condiciones no asépticas, es posible recurrir a la utilización de marcadores, 
como la resistencia a antibióticos o la introducción de genes reporteros, para el 
monitoreo de las bacterias inoculadas. En los ensayos en condiciones 
asépticas se pueden encontrar en promedio a los 15 días post-inoculación (PI) 
alrededor de 106 y 109 UFC de bacterias inoculadas en el rizoplano por gramo 
de peso fresco de tejido [88], [168]. Las bacterias pueden internalizarse en los 
tejidos radiculares y establecer poblaciones endofíticas que se encuentran a los 
15 días PI en el rango de 104 a 106 UFC/g de peso fresco de tejido [107], [108]. 
1.5.1.3 Uso de marcadores cromogénicos 
Los ensayos utilizando marcadores cromogénicos fueron pioneros en los 
estudios de colonización, principalmente el uso de los genes reporteros gusA o 
lacZ que codifican para las enzima β-glucuronidasa (GUS) y β-galactosidasa, 
respectivamente [109]. Estos marcadores han sido ampliamente utilizados para 
estudiar la localización de bacterias en los tejidos vegetales [60], [103], [110] 
(Figura 5). La localización de las bacterias marcadas con estos genes en los 
tejidos de las plantas inoculadas a menudo conduce a la difusión del color a 
lugares que pueden no ser los sitios de colonización bacteriana [111]. No 
obstante, construcciones estables con estos marcadores se continúan 
empleando para estudiar la colonización superficial y los posibles sitios de 
entrada de los microorganismos en las plantas que colonizan, haciendo uso de 
microscopía de campo claro [101]. 
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1.5.1.4 Uso de marcadores fluorescentes. 
En la actualidad, el empleo de proteínas fluorescentes es una herramienta 
clave para el estudio de estos procesos (Figura 5). Una de ellas es la proteína 
verde fluorescente o GFP (de las siglas en inglés Green Fluorescent Protein), 
con la que las células bacterianas pueden ser identificadas por microscopía de 
fluorescencia [110]. Las bacterias marcadas con GFP pueden ser detectadas y 
enumeradas in situ y las muestras no necesitan ser manipuladas para fijarlas, 
lavarlas, hibridarlas o teñirlas [112]. En este tipo de estudios es necesario 
utilizar técnicas microscópicas que permitan la excitación de la proteína 
expresada y la detección de la emisión luz que ésta genera. Esta ampliamente 
distribuida la utilización de la microscopía de fluorescencia para realizar este 
tipo de observaciones [59], [106], [113].  
Por otro lado, la microscopía de escaneo láser confocal también es muy 
utilizada en estos casos. Su principal ventaja es que permite obtener imágenes 
de mayor calidad mediante técnicas de filtrado espacial que eliminan la luz que 
proviene de planos fuera de foco. El microscopio confocal permite capturar 
planos ópticos de la muestra de forma que luego se pueda hacer una 
reconstrucción tridimensional de la misma. Debido a las ventajas que presenta, 
esta técnica ha sido ampliamente utilizada para el estudio de la interacción 
entre microorganismos y plantas, en particular para demostrar la colonización 
de tejidos internos por los microorganismos endófitos, sin necesidad de realizar 
cortes histológicos [59], [114].  
1.5.2 Métodos de estudio independientes del cultivo  
El desarrollo de técnicas para la extracción del ADN o ARN de la comunidad 
microbiana a partir de muestras ambientales y su análisis han hecho posible un 
mayor conocimiento de la diversidad microbiana. La mayoría de las técnicas 
moleculares usadas para estudios de diversidad microbiana consisten en el 
análisis del ADN resultante de la amplificación de una secuencia blanco. La 
secuencia más frecuentemente usada es la del gen 16S ARNr que codifica 
para la subunidad menor del ribosoma bacteriano. 
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Figura 5. Uso de genes reporteros para el estudio de la localización de PGPRs en los 
tejidos vegetales. Colonización del rizoplano (A, D, E, F, G, H, k, j) y de los pelos radicales (B 
C, l) por PGPR marcadas con el gen reportero GFP, y colonización de los espacios 
intercelulares por bacterias marcadas con el gen reportero GUS (I). Las figuras j, k, l tomadas 
con microscopia Confocal. Las figuras fueron tomadas de cuatro publicaciones y adaptadas 
para esta tesis [88], [112], [115], [116] . 
 
Este marcador ha sido extensamente usado dado que: (1) está presente en 
todos los microorganismos y tiene la misma función en todos ellos; (2) debido a 
restricciones estructurales, diferentes regiones de la molécula presentan 
distinto grado de variabilidad en su secuencia, lo que permite realizar 
comparaciones con diferente nivel de resolución; (3) su transmisión es 
principalmente vertical ya que se considera que no está sujeto a transferencia 
génica horizontal entre microorganismos; (4) la longitud de su secuencia tiene 
un tamaño adecuado para proporcionar suficiente información, y (5) el análisis 
de la secuencia permite realizar reconstrucciones filogenéticas de los 
microorganismos [117]. Por otro lado, el análisis de los genes funcionales ha 
permitido estudiar procesos metabólicos específicos en comunidades 
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microbianas, tales como la fijación de nitrógeno, la oxidación de metano, la 
nitrificación, etc.  
La descripción de los microorganismos presentes en el ambiente experimentó 
un gran avance gracias a la información que proporcionan los análisis basados 
en secuencias ribosomales o funcionales, y ha permitido establecer firmas 
moleculares a varios niveles taxonómicos, las que son utilizadas como la base 
de una identificación bacteriana por comparación filogenética [118]. Esta 
aproximación se ha utilizado para caracterizar la diversidad bacteriana en 
diferentes tipos de ambientes [119]–[122]. 
1.5.3 Métodos moleculares de huellas genéticas  
A pesar de que es posible obtener información filogenética precisa de los 
microorganismos dominantes en un consorcio microbiano mediante el clonado 
y secuenciación convencional del gen ARNr 16S (se detalla en la siguiente 
sección), el esfuerzo y el tiempo que involucran estos estudios limita el número 
de muestras que es posible analizar. La limitación del número de muestras 
impide la evaluación exhaustiva de cambios en la estructura de la comunidad 
microbiana en relación con cambios en las condiciones fisicoquímicas y/o 
biológicas en el tiempo y espacio, lo cual es esencial cuando se pretende 
estudiar la funcionalidad de una comunidad. 
Una alternativa para la investigación de comunidades bacterianas de muestras 
complejas ha sido el análisis del gen ARNr 16S con métodos moleculares de 
huellas genéticas como DGGE [123], [124] (del inglés Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis) [125], TGGE (del inglés Temperature Gradient Gel 
Electrophoresis) [126], [127] SSCP (del inglés Single-Strand Conformation 
Polymorphism) [128], [129], que permiten el análisis simultaneo de múltiples 
muestras. Otra metodología que permite la caracterización de múltiples 
muestras es RFLP [130], [131](del inglés Restriction Fragment Length 
Polymorphism) y más recientemente RAPD (del inglés Randomly Amplified 
Polymorphic DNA) [132].  
Estos métodos presentan buena reproducibilidad, son rápidos y de bajo costo, 
publicaciones recientes han demostrado su utilidad en investigaciones que 
requieran el seguimiento de comunidades en el tiempo o en ensayos con 
múltiples tratamientos experimentales [124]. Por otra parte, pueden presentar 
Tesis Doctoral           Introducción general y Objetivos Efren V. Ramos C. 
21 
 
limitaciones importantes como desvíos asociados a la amplificación por PCR y 
una baja resolución taxonómica, ya que grupos filogenéticos muy distintos 
pueden generar fragmentos de tamaño equivalente [107]. 
1.5.3.1 Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (PCR-
RFLP)  
La técnica de RFLP permite comparar la composición de una comunidad 
bacteriana mediante la detección de variaciones en la longitud de los 
fragmentos de restricción que se producen cuando el ADN se trata con 
endonucleasas de restricción o también llamadas enzimas de restricción. Las 
diferencias en el tamaño de los fragmentos son consecuencia de la variación 
de bases en el sitio de reconocimiento de determinadas enzimas en relación 
con la presencia o ausencia de determinados sitios de reconocimiento o puntos 
de corte. Brevemente, la técnica consiste en extraer el ADN de cepas 
bacterianas o directamente de una muestra ambiental (ADN metagenómico), 
amplificar el mismo mediante PCR con cebadores específicos para el gen de 
interés, ejemplo ARNr 16S, e incubar los productos amplificados con diferentes 
enzimas de restricción. Los productos de la digestión son separados mediante 
electroforesis en gel de agarosa, resultando en un patrón de bandas que 
caracteriza cada muestra (huella digital). 
1.5.3.2 Clonación y secuenciación de ADN de muestras ambientales  
Uno de los métodos moleculares más utilizados en estudios sobre la diversidad 
biológica de comunidades naturales es la clonación y secuenciación tradicional 
vía Sanger (o de primera generación) del gen ARNr 16S [133]. En términos 
generales, ésta técnica implica la extracción del ADN, la amplificación del gen 
ARNr 16S usando cebadores universales, la inserción de los amplicones en 
plásmidos, la posterior transformación de E. coli con los plásmidos 
recombinados y finalmente la secuenciación de los clones obtenidos (Figura 6). 
Los datos de secuencias pueden ser utilizados para la asignación taxonómica y 
establecimiento de relaciones filogenéticas.  
Es una metodología relativamente simple y que requiere poco equipamiento, 
sin embargo, la desventaja principal reside en la limitación para examinar un 
número significativo de clones que representen la diversidad de las muestras 
ambientales. Se estima que para obtener una representación adecuada de la 
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diversidad presente en una muestra ambiental se deben realizar más de 10.000 
reacciones de secuenciación independientes, lo que es equivalente a analizar 
más de 10.000 clones [134]. La necesidad de una metodología más rápida y 
económica, de alto rendimiento y altamente confiable ha impulsado el 
desarrollo de tecnologías de secuenciación masivas, denominadas segunda 
generación. 
La característica principal de las tecnologías de segunda generación, dentro de 
las cuales encontramos a la pirosecuenciación, es su capacidad de generar 
millones de secuencias representativas de una comunidad microbiana sin la 
necesidad de establecer bibliotecas de clones. La aplicación de estas 
tecnologías ha permitido lograr un mejor entendimiento acerca de las 
propiedades estructurales y funcionales de las comunidades microbianas en 
diversos ambientes [108], [134], [135]. 
 
Figura 6. Construcción de una biblioteca de clones. Representación esquemática de las 
etapas implicadas en la construcción de clones a partir del ADN extraído de una muestra 
ambiental. Fuente:http://img.docstoccdn.com/thumb/orig/86901294.png 
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1.5.3.3. Tecnología de pirosecuenciación aplicada al estudio de la 
diversidad microbiana  
La pirosecuenciación es un método de secuenciación de ADN basado en la 
monitorización en tiempo real de la síntesis de ADN. Se basa en la detección 
de la señal luminosa generada por una reacción quimioluminiscente, en la cual 
es utilizado como sustrato el pirofosfato que se libera como resultado de la 
incorporación de un nucleótido a la cadena de ADN naciente. El primer equipo 
de secuenciación basado en esta tecnología fue el 454 GS FLX, 
comercializado por Roche. Esta plataforma de secuenciación puede generar 
hasta 1,3 millones de secuencias de un largo promedio de 400-600 pb en cada 
corrida de secuenciación, comparado con las 96 secuencias de una placa 
completa en el sistema de secuenciación Sanger. Por otro lado, mediante el 
uso del etiquetado (MID, del inglés multiplex identifier) de las muestras de ADN 
es posible secuenciar en pool múltiples muestras [136].  
Para el análisis de las comunidades microbianas se han utilizado dos enfoques 
de secuenciación de alto rendimiento, la secuenciación en gran escala de un 
fragmento de gen (amplicon sequencing) y la secuenciación masiva al azar 
(whole shotgun sequencing). 
La secuenciación mediante amplicon sequencing, enfoque utilizado en el 
presente trabajo, es un método simple pero que puede ser muy poderoso para 
ciertas aplicaciones. Se basa en la amplificación por PCR de un gen o 
secuencia de interés a partir de una muestra de ADN. Para ello se deben 
diseñar previamente oligonucleótidos (cebadores) degenerados a partir de 
regiones conservadas del gen que sean comunes a todos los organismos que 
se pretende analizar. El uso de esta técnica permite determinar la composición 
taxonómica de una comunidad microbiana. Además, el hecho de que todas las 
secuencias correspondan a exactamente la misma región de un gen permite 
que las secuencias sean alineadas entre sí. Esto a su vez puede ser utilizado 
para agrupar las secuencias por similitud e incluso realizar análisis 
filogenéticos. Finalmente, y sin la necesidad de darle una anotación a las 
secuencias, se pueden realizar análisis de ecología microbiana para evaluar las 
comunidades a nivel de propiedades intrínsecas como riqueza y diversidad 
(alfa diversidad) y comparaciones entre diferentes comunidades (beta 
diversidad). El gen más utilizado con este fin suele ser el de la subunidad 
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pequeña de ARN ribosomal, que en el caso de los organismos procariotas se 
denomina 16S rRNA. Este gen se encuentra conservado en todos los 
organismos vivos y debido a su tasa de mutación relativamente constante entre 
linajes puede ser utilizado como un indicador taxonómico y filogenético 
bastante robusto [135]–[138]. Para el estudio de procesos específicos 
encontramos otros biomarcadores funcionales como nifH que es ampliamente 
utilizado para el estudio de la fijación biológica de N2 [122], [139].  
1.5.3.4. Ecología de comunidades: el estudio de la biodiversidad  
La biodiversidad de un ambiente se estudia en el marco de la ecología de 
comunidades. Por definición una comunidad es el conjunto de especies que 
coexisten en un determinado lugar y tiempo [140]. Definir especies entre 
microorganismos no es tarea sencilla [141], por ello el análisis de comunidades 
microbianas hablaremos de unidades taxonómicas operativas (OTUs, en inglés 
Operational toxonomic units) [142]. 
Los análisis de comunidades microbianas suelen utilizar enfoques propios del 
campo de la ecología de comunidades. El objetivo que persigue este tipo de 
estudios es caracterizar la diversidad de las comunidades mediante el análisis 
de alfa diversidad determinando parámetros intrínsecos de una única 
comunidad como por ejemplo, la riqueza (Chao-1, cantidad OTUs), 
equitatividad (evalúa la distribución de la abundancias relativas de los OTUs 
encontrados) y la diversidad tiene en cuenta los dos anteriores, es decir, la 
cantidad de especies y como están distribuidas, siendo el estimador más 
popular el índices Shannon (H´) [143]. Para que los valores de los índices de 
alfa diversidad sean comparables entre muestras, es necesario que el esfuerzo 
de muestreo (en este caso, la cantidad de secuencias generada o analizada) 
haya sido similar para cada una muestras. Una forma de visualizar los 
resultados de alfa diversidad, suelen utilizarse las curvas de rarefacción. Las 
mismas se construyen a partir de determinar el valor que adopta una 
determinada métrica ecológica a diferentes esfuerzos de muestreo o cantidad 
de secuencias (Figura 7). Este tipo de curvas de acumulación muestran un 
crecimiento exponencial al principio y tienden finalmente a un valor asintótico, 
el cual se alcanza cuando la diversidad de una comunidad ha sido 
completamente muestreada. Se considera que aun cuando el esfuerzo de 
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muestreo total haya sido desparejo entre diferentes muestras, las curvas de 
rarefacción pueden ser comparables considerando el punto en el cual exista 
suficiente cantidad de secuencias de cada muestra en la comparación. 
 
Figura 7: Curvas de Rarefacción de la riqueza (cantidad de OTUs observados) alfa de la 
diversidad en una comunidad microbiana.  
 
Una vez construidas las matrices de distancias, los datos pueden ser 
visualizados mediante diferentes métodos. Los más utilizados en ecología 
microbiana son el análisis de componentes principales (PCA), el análisis de 
coordenadas principales (PCoA) y el análisis de conglomerados UPGMA. 
Los dos primeros métodos de análisis multivariados permiten ordenar las 
muestras en un espacio multidimensional (del cual se suelen graficar 
únicamente las dimensiones que explican mayor parte de la variabilidad entre 
muestras). El análisis de PCA sólo permite graficar las distancias euclideanas 
entre muestras mientras que el PCoA puede ser utilizado para cualquier 
distancia ecológica (Figura 8-A). El método de UPGMA permite construir 
clusterizaciones jerárquicas entre muestras en base a las similitudes entre 
muestras apareadas. En base a esta clusterización se pueden construir 
dendrogramas que reflejan la relación entre muestras (Figura 8-B). 
1.6 Respuesta a la inoculación con PGPR en ensayos a campo 
En la actualidad, persiste una considerable brecha entre los rendimientos 
obtenidos a campo y los alcanzados cuando se optimiza el sistema productivo, 
debido a diversos factores relacionados con la nutrición, manejo y protección 
del cultivo. Los tratamientos de las semillas con PGPR permiten cerrar una 
fracción de esta brecha productiva, siendo una de las herramientas con mayor 
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potencialidad para incrementar la producción de cultivos de importancia 
agronómica [144]. 
 
Figura 8: Métodos de visualización de distancias entre muestras calculadas mediante 
métodos beta diversidad. En el panel A se presenta un análisis multivariado de coordenadas 
principales (PCoA) y el panel B análisis de clusterización jerárquica de UPGMA.  
 
El productor y asesor agronómico percibe a la tecnología como amigable, 
sustentable, inocua, pero con frecuencia duda sobre la magnitud y estabilidad 
de respuesta. La cuantificación y difusión de la información al respecto es un 
objetivo de aquellos que desean validar esta tecnología.  
Uno de los desafíos en la aplicación de insumos biológicos es la selección de 
microorganismos con aportes validados a la producción de cultivos, con 
posibilidades de multiplicación en escala industrial y con una aplicación 
extensiva a diversos cultivos. Un número considerable de ensayos en distintos 
ambientes muestran que el uso de inoculantes provoca un incremento 
significativo de los rendimientos en laboratorio, pero cuando se desafían las 
bacterias PGPR a campo existe una gran variabilidad de la respuesta en 
ensayos. Algunos autores atribuyen estos resultados a las fuentes de 
variabilidad inherentes a las diversas características del ambiente, edáficas y 
del cultivo, así como también a las características propias del inoculante como 
son la competitividad y estado fisiológico de las células bacterianas, la 
formulación y su concentración. Perin et al (2006) [114] afirma que las 
respuestas obtenidas están condicionadas al cumplimiento de requisitos que 
debe cumplir un inoculante bacteriano, condiciones de propagación, producción 
de inoculante y la calidad del producto terminado. 
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Existen numerosos géneros bacterianos que muestran potencialidad para su 
uso como inoculantes para ser aplicados en semillas, no obstante los géneros 
Azospirillum y Pseudomonas son los inoculantes bacterianos más usados y 
aceptados [103]. Azospirillum es el PGPR más estudiado en gramíneas, 
reportándose las primeras experiencias hace más de treinta años [145].  
La inoculación de leguminosas con rizobios específicos conduce en muchos 
casos a prescindir de la fertilización nitrogenada debido a la simbiosis 
mutualista entre ambos organismos, éste no es el caso de los inoculantes a 
base de PGPR aplicados como biofertilizantes. Existe una gran cantidad de 
estudios de inoculación PGPR bajo diferentes condiciones, sin fertilización de N 
o P, disminuyendo las dosis de los mismos o dejando la dosis recomendada, 
encontrándose diferentes respuestas según el microorganismo, el cultivo y las 
condiciones edafoclimáticas, pero que confluyen en que se puede lograr una 
práctica consistente en la disminución de la cantidad de fertilizantes pero no en 
un reemplazo [146], [147].  
En la inoculación con Azospirillum brasilense ciertos ensayos indican que 
existe respuesta a la inoculación cuando el ambiente presenta limitaciones 
nutricionales [148], [149]; mientras que otros muestran que los aumentos en los 
rendimientos fueron más consistentes en ambientes con mejores condiciones 
de fertilidad [150], [151]. Creus (2016) sostiene que a pesar de ciertas 
inconsistencias observadas, los datos indican que en un 60-70% de los casos 
la inoculación con Azospirillum es exitosa produciendo un aumento del 
rendimiento que varía entre 5 y 35%, y que puede ser aún mayor en caso de 
suelos sin historia agrícola utilizando las buenas prácticas agrícolas o bajo 
estrés abiótico [152]. El meta análisis de los trabajos publicados en el período 
1981-2009 acerca de la interacción Azospirillum-trigo indica que el rendimiento 
mostró un incremento medio de 9% y la materia seca aérea del 18%, y que 
estos valores fueron afectados positivamente en prácticas sin fertilización 
nitrogenada [153]. En el caso de la inoculación de trigo con Pseudomonas, los 
resultados más consistentes se encontraron cuando la inoculación fue 
acompañada con fertilización nitrogenada y fosforada, alcanzando incrementos 
en el rendimiento de hasta 8,4% en promedio. Por lo tanto, puede decirse que 
en los casos reportados hasta el momento en nuestro país se observó que la 
Tesis Doctoral           Introducción general y Objetivos Efren V. Ramos C. 
28 
 
inoculación de trigo con PGPR incrementó el rendimiento de los cultivos y que 
la respuesta de la inoculación a la fertilización fue variable [154].  
En resumen, la inoculación es una tecnología de bajo costo que contribuye a 
mantener la productividad de los suelos en el marco de una agricultura 
sustentable. No obstante, la ausencia de PGPRs ubicuas y cosmopolitas que 
se pueda utilizar como inoculante para todo cultivo de importancia agrícola, 
refleja la complejidad de las interacciones y de los intercambios de señales 
moleculares que tienen lugar en los ecosistemas suelo-planta-organismo [155]. 
En los diferentes ambientes y para cada cultivo en particular, es necesario 
generar un mayor conocimiento de las interacciones planta-microorganismos, 
así como la implementación de prácticas de manejo que las potencien.  
Objetivos 
 Caracterizar las cepas bacterianas Enterobacter sp. 2.14 y E. sp. 2.24 en 
su capacidad de colonización y promoción del crecimiento vegetativo en 
cultivos de interés agronómico. 
 Evaluar los efectos de la fertilización química e inoculación con bacterias 
PGPR en la comunidad endófita fijadora de nitrógeno de tomate y trigo 
aplicando técnicas metagenómicas. 
Objetivos específicos  
 Evaluar la capacidad de las cepas E.sp. 2.14 y E.sp. 1.24 para expresar 
funciones benéficas para la planta y características de la 
rizocompetencia. 
 Caracterizar la asociación de las cepas. E. sp. 2.14, E. sp. 1.24 con 
trigo-tomate y evaluar la sobrevivencia de las cepas en diferentes 
suelos.  
 
  Evaluar en ambiente controlado y a campo, el efecto de promoción de 
crecimiento de las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 en tomate, alfalfa, 
trigo, maíz y soja. 
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 Evaluar mediante técnicas metagenómicas, los efectos de la inoculación 
con bacterias PGPR en la comunidad endófita fijadora de nitrógeno en 
plantas de trigo. 
 Evaluar los efectos de la fertilización química en la comunidad endófita 
fijadora de nitrógeno de tomate, aplicando técnicas metagenómicas. 
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CAPÍTULO II 
Material Y Métodos 
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2.1 Cepas bacterianas, plásmidos y mutantes utilizados.  
Las cepas bacterianas, plásmidos y mutantes utilizados en los ensayos de 
colonización y supervivencia en suelos se describen en la Tabla 1. Las cepas 
Enterobacter sp.1.24 y E.sp.2.14 fueron aisladas de rizosfera y raíz, 
respectivamente, de cultivos de yerba localizados en el nordeste de Argentina 
[46]. Las cepas salvajes y sus derivadas marcadas (cepa E.sp.2.14-GFP, E.sp. 
2.14-GUS, E.sp.1.24-GFP y E.sp.1.24-GUS) con proteína fluorescente (GFP) y 
la proteína β-glucuronidasa (GUS) fueron conservadas a -80 oC en medio LB 
con glicerol 20%. 
Tabla 1. Descripción de cepas utilizadas para los ensayos de localización in 
situ. 
Cepa / plásmido descripción referencia 
E. sp E. sp. 1.24 Cepa aislada de rizosfera de yerba mate. Asignación 
filogenética por ARNr 16s a Enterobacter sp. 
[46] 
E. sp. 2.14 Cepa aislada de raíz de yerba mate. Asignación 
filogenética por ARNr 16s a Enterobacter sp. 
[46] 
E. sp. 2.14-M    Mutante resistente a rifampicina (Rif+) [156] 
E. sp. 1.24 Mutante Rif+ [156] 
E. coli DH5α recA, lacU169, F80dlac ZDM15 [157] 
E. sp. 1.24-GFP  Cepa E. sp. 2.14 con pFAJ1708: GFP marcado y Tcr Esta tesis  
E. sp. 2.14-GFP  Cepas E. sp. 1.24 con pFAJ1708: GFP marcado y Tcr Esta tesis 
E. sp. 1.24-GUS Cepas E. sp. 1.24 con pFAJ1708: GUS marcado y Tcr Esta tesis 
E. sp. 2.14-GUS Cepas E. sp. 2.14 con pFAJ1708: GUS marcado y Tcr Esta tesis  
pFAJ1708: GFP  derivado pFA J1708 contiene un promotor fusiona a él 
gen GFP, GUSy Tcr 
[158] 
Tcr: Resistencia a tetraciclina (Tc): Rif+: resistente a rifampicina (Rif) 
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2.1.1 Variedades de plantas usadas para los ensayos. 
Los cultivares utilizados en los diferentes ensayos realizados en la 
investigación se encuentras descriptos en la Tabla 2.  
Tabla 2: Cultivares utilizados en los diferentes ensayos 
Cultivar Variedad/ 
Hibrido 
ensayo 
Tomate H-Elpida RFLP-nifH 
Tomate H-Elpida pirosecuención-nifH 
Trigo V-Klein Yarará RFLP-nifH 
Trigo V-Klein Yarará pirosecuención-nifH 
Tomate V-Platense Promoción de crecimiento cámara plantas con cepas E. sp. 
2.14-E. sp. 1.24 
Tomate V-Platense Localización In vivo de cepas E. sp. 2.14-GFP, E. sp. 1.24-
GUS, E. sp. 1.24-GFP y E. sp. 1.24-GUS 
Trigo V-Klein Yarará Promoción de crecimiento cámara plantas con cepas E. sp. 
2.14-E. sp. 1.24 
Trigo V-Klein Yarará Localización In vivo de cepas E. sp. 2.14-GFP, E. sp. 1.24-
GUS, E. sp. 1.24-GFP y E. sp. 1.24-GUS 
Trigo V-Klein Yarará Promoción de crecimiento a campo con cepas E. sp. 2.14-E. 
sp. 1.24 
Alfalfa V-Supermonarca Promoción de crecimiento cámara plantas con cepas E. sp. 
2.14-E. sp. 1.24 
Soja V-DM 4612 Promoción de crecimiento a campo con cepas E. sp. 2.14-E. 
sp. 1.24 
Maíz H-DK 747 VT 3P Promoción de crecimiento a campo con cepas E. sp. 2.14-E. 
sp. 1.24 
V: variedad H: hibrido 
2.2 Ensayos en campo 
2.2.1 Características del sitio experimental y época de siembra 
Con el propósitos de evaluar la inoculación de las cepas E.sp.2.14 y E.sp.2.24 
en cultivos de trigo, soja y Maíz y determinar los efectos en el rendimientos de 
grano por hectárea (kg/ha) y parámetro fisiológicos, se realizaron ensayos en 
campos de la localidad de Ferré (Escuelas Agrotécnica salesiana), Junín 
(campo experimental las Alisias) y en la localidad de Pergamino (campo 
experimental Rizobacter S.A), entre los años 2012 a 2017.  
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Los suelos de la estación experimental Rizobacter S.A (Pergamino) y escuela 
Agrotécnica salesiana (Ferré) se caracterizan por su aspecto oscuro, muy 
profundo y bien drenado, formado sobre sedimentos loésicos franco limosos 
gruesos. Se encuentra en un paisaje de lomas y pendientes (con gradiente de 
0 a 1 %) de la Región Pampa Ondulada. Se clasifican como Argiudol Típico, 
Fina, illitica, térmico [159], [160]. Los suelos de la estación experimental Alisias 
(Junín) se caracterizan por ser profundos y oscuros, se encuentran en un 
paisaje ondulado, ocupando los sitios de lomas de la Subregión Pampa 
Arenosa, son suelos bien a algo excesivamente drenados, relativamente 
jóvenes con escaso desarrollo, habiendo evolucionado sobre un sedimento 
eólico franco arenoso, no alcalino, no salino con pendiente predominante de 0-
1 % (hasta 3 % en pendientes muy cortas). Se clasifican como Hapludol Típico, 
Limosa gruesa; mixta, térmica [159], [160].La variedades que se utilizaron para 
estos ensayos se encuentran descriptas en la Tabla 2 y la distribución para 
cada campaña de siembra en las diferentes localidades se presentan la Tabla 3 
se presenta. 
Tabla 3. Distribución de las campañas realizadas en trigo, soja y maíz. 
 
Ensayo trigo Ensayos soja Ensayos maíz 
Localidad Ferré Junín Pergamino Ferré Junín Pergamino Ferré Junín Pergamino 
2012/2013 X 
     
X 
  
2013/2014 X X X X X 
 
X X 
 
2014/2015 X X 
 
X X X X X 
 
2015/2016 X 
 
X X X 
 
X 
 
X 
2016/2017 
 
X X X X 
  
X X 
 
2.2.2 Diseño experimental 
El diseño experimental que se utilizó en los ensayos fue de bloques completos 
al azar con tres repeticiones. El ensayo de soja está compuesto por 8 
tratamientos (Tabla 4) y los ensayos de trigo, maíz están compuestos de 5 
tratamientos (Tabla 4).  
Los datos obtenidos de las diferentes evaluaciones de cada año fueron 
sometidos a un análisis de varianza (ANOVA) con el software Infostat versión 
2014, sus medias se contrastaron con el test de Tukey utilizando una 
insignificancia del 1% (P≤0,01) 
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Tabla 4. Tratamientos utilizados para los ensayos en campo de inoculación de 
las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 en soja y trigo. 
Soja Trigo Maíz 
Control Control Control 
Inoculación: 
E. sp. 2.14  E. sp. 2.14  E. sp. 2.14  
E. sp. 1.24  E. sp. 1.24  E. sp. 1.24  
E. sp. 2.14-E. sp. 1.24 E. sp. 2.14-E. sp. 1.24 E. sp. 2.14-E. sp. 1.24 
E. sp. 2.14-Rizoliq  Rizofos**   Rizofos**  
E. sp. 1.24-Rizoliq    
E. sp. 2.14-E. sp. 1.24-Rizoliq   
 Rizoliq*    
 
* Rizoliq es un inoculantes comercial en base de una cepa Bradyrhizobium sp. 
** Rizofos es un inoculantes comercial en base cepa Pseudomona fluorescens 
2.2.3 Preparación del suelo para la siembra, densidad de siembra y 
fertilización 
Se utilizó el sistema de siembra directa. La dimensión de las parcelas de los 
ensayos de soja fueron 6m2 en hileras separadas a 52cm, la densidad se 
siembra fue de 22 semillas por metro. Las parcelas de trigo tienen dimensiones 
de 6m2 en hileras separadas por 21 cm y una densidad de siembra de 90 
semillas por metro y parcelas utilizadas para los ensayos de maíz fueron 
idénticas a las utilizadas en soja a excepción de la densidad de siembra que 
fue de 5 semillas por metro. 
2.2.4 Fertilización 
Los ensayos de trigo se fertilizaron al momento de la siembra con 60 kg/ ha de 
la mezcla química P-38% y S-8%, mientras que para soja de aplico fertilizante 
en la línea de siembra con 80kg/ha de Sausor que tiene una mezcla de P-13%, 
S-6% y Ca-16% y en maíz se fertilizo con 90 kg/ha de fosfato diamónico (DAP) 
sobre la línea de siembre y está compuesto con 18 % de Nitrógeno y 46% de 
Fósforo (P2O5) además, se agregó 150 kg/ha de urea al voleo. 
2.2.5 Concentración del inoculo y momento de aplicación. 
La preparcion de los inóculos de las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 se 
crecieron en medio TSA-líquido con agitación continúa durante 24 hs a 28 oC, 
en el laboratorio R4 del Instituto de Biotecnología y Bilogía Molecular (IBBM) 
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hasta fase exponencial tardía, posteriormente fueron transportados empresa 
RIZOBACTER S.A que se encuentra ubicada en la localidad de pergamino. Los 
inóculos fueron utilizados dentro de los 5 días posteriores a su preparación. Las 
semillas utilizadas para los ensayos se encontraban libres de curasemillas 
(fungicidas) a excepción de las semillas de maíz (Acceleron). Los tratamientos 
correspondientes a la inoculación de las cepas E. sp. 2.14, E. sp. 1.24, Rizofos 
y Rizoliq se inocularon en concentración aproximadamente de 1X108 UFC/ml  
con dosis de 1000 mL / 100Kg de semilla y los tratamientos control se regaron 
con agua. 
 Posteriormente a la inoculación las semillas fueron sembradas a campo con la 
maquina Baumer neumática. Cabe aclarar que la inoculación de las semillas se 
realiza 1 hora antes de la siembra de las semillas para evitar pérdidas de 
vialidad de las cepas. 
2.2.6 Variables evaluadas 
Soja fueron: kilogramos de grano por hectárea, número de plantas por metro 
líneas, número de nódulos corona, número nódulos raíz principal, número 
nódulos raíz secundaria, número nódulos total, peso seco de nódulos corona, 
peso seco de nódulos raíz principal, peso seco de nódulos raíz secundaria y 
peso seco de nódulos total 
Trigo se determinaron: kilogramos de granos por hectárea, número de plantas 
por metro cuadrado, número de espigas por metro cuadrado, número de 
macollo por metro cuadrado, peso fresco de los macollos, peso seco de los 
macollos, peso fresco de espiga y peso seco de la espiga.  
Maíz se evalúo: kilogramos de granos por hectárea, número de plantas, 
número espigas, peso fresco parte aérea, peso fresco parte radicular, peso 
seco radicular y peso seco parte aéreo.Los cultivos antecesores del ensayo de 
soja fue maíz, en trigo cultivo antecesor fue soja y en los ensayos de soja su 
cultivo antesor fue trigo. 
Las metodelogia para determinar carbono organico oxidable, nitrogeno total, 
fosforo extraíble, pH y nitratos de los análisis de suelo se describen en la Tabla 
5.  
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Tabla 5. Metodologías utilizadas por el laboratorio para los análisis de suelos 
de ensayos a campo 
Carbono org. 
oxidable  
Determinación de carbono orgánico oxidable por mezcla 
oxidante fuerte, escala semi-micro. IRAM-SAGyP 29571-
2 
Nitrógeno total 
Determinación de nitrógeno en suelo por el método 
Kjeldahl modificado, escala semi-micro. IRAM-SAGyP 
29572-1 
Fósforo extraíble Método Bray Kurtz 1 modificado. (Extractante: FNH4 0,03 N + HC 0,025 N)- IRAM-SAGyP 29570-1 
pH 1:2,5 (agua) Determinación de pH- IRAM-SAGyP 29574 
Nitratos (a partir de 
muestra seca) 
Determinación de nitratos por el método del ácido fenol 
disulfónico 
2.3 Ensayos de pirosecuenciación del gen nifH 
Estos ensayos se realizaron con el fin de analizar la estructura de la comunidad 
endófita fijadora de nitrógeno de plantas de tomate y trigo, y el efecto sobre la 
misma de los siguientes factores: la fertilización química, la inoculación de 
bacterias PGPRs, el sitio de cultivo y el estado fenológico de la planta. A 
continuación, se describen los ensayos de tomate y trigo. 
2.3.1 Descripción de ensayo con plantas de tomate y tiempos de muestreo 
El ensayo se llevó a cabo con plantines de tomate (Hibrido Elpida) provistos 
por la profesora Susana Martínez (Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales 
UNLP). Las plantas se crecieron bajo el sistema de agricultura protegida para 
lo cual se utilizó el invernáculo de la Estación Experimental Julio Hirschhorn de 
la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de la 
Plata, situada al oeste del casco urbano de la ciudad de la Plata. Los suelos de 
la estación experimental se clasifican en Argiudol típico, están ubicados en 
posición de loma con un drenaje moderadamente bien drenado. Su textura es 
franco limoso a franca en el horizonte A y arcillosa en el B corresponde a los 
suelos de la denominada Serie Bombeador [161]. 
El ensayo comprendió los siguientes tratamientos:  
 Plantas control (sin fertilización) Las plantas control fueron regadas 
con agua, utilizando el sistema de riego por goteo (Figura 9). 
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 Plantas fertilizadas: fertilización se realizó con solución nutritiva (N 
150ppm, P 80ppm, K 80ppm y elementos menores) y se fertilizaron por 
el sistema de riego por goteo (Figura 9), con una frecuencia 6 días, 
hasta el término del ensayo. En el transcurso de cultivo se realizaron los 
siguientes muestreos, los cuales abarcaron desde la etapa de plantin 
hasta la senescencia del cultivo: 
1º. Etapa de plantin antes de su implantación en suelo.  
20. A los 60 días desde la implantación en suelo correspondientes a la etapa 
fenología de floracion.  
3º. A los 90 días de la implantación del suelo correspondiente a la etapa 
fenologiaca de senecencias.  
Los tratamientos fueron nombrados con las siguientes abreviaturas: 
-Primer muestreo etapa de plantin antes de la implantación a suelo replica 1(1-
ant_1), y replica 2 (2-ant_1). Cabe aclarar que en esta etapa los plantines se 
encuentran sin fertilización química 
–Segundo muestreo a los 60 días dela implantación en suelo: control replica 1 
(1-cont_2,) replica 2 (2-cont_2), tratamiento con fertilización de mismo 
muestreo replica 1(1-fert_2), replica 2 (2-fert_2)  
-Tercer muestreo a los 90 días de la implantación: control replica 1 (1-cont_3), 
replica 2 2-cont_3, tratamiento con fertilización replica 1 (1-fert_3) y replica 2 
(2-fert_3). 
En cada muestreo se tomaron 6 plantas por tratamiento, las plantas fueron 
procesadas en conjunto (en pool). Posteriormente se llevaron a laboratorio 
donde fueron procesadas inmediatamente. Se cortó el material en pequeños 
trozos, para una mejor manipulación, y luego se procedió a la desinfección 
superficial y extracción del ADN total, como se explica en siguientes secciones. 
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Figura 9: Esquematización del ensayo de tomate en condiciones de invernáculo. 
2.3.2 Descripción de ensayo en plantas de trigo  
Los ensayos se llevaron a cabo en las localidades de Ferré (escuela 
Agrotécnica Salesiana) y Junín (campo experimental las Alisias) de la provincia 
de Buenos Aires, estas muestras provienen del ensayo a campo que se realizó 
en campaña de siembra 2013-2014, y consistió en los siguientes tratamientos: 
 Tratamiento control (plantas sin inocular)  
 Tratamientos con co-inoculación de las cepas E. sp. 2.14+E. sp. 1.24. 
Para facilitar el nombramiento de los tratamientos en la dos localidades se 
utilizó la siguiente abreviatura: localidad Ferré control (FC), tratamiento con co-
co-inoculación cepas (FI_co), localidad de Junín control (JC) y tratamiento con 
co-inoculación de las cepas (JI_co).En el transcurso del cultivo se realizó un 
único muestreo, correspondiente a la etapa fenológica llenado de grano a los 
120 días posterior a la siembra. Se tomaron 8 plantas por tratamiento las 
cuales fueron procesadas en conjuntas (en pool) en una única muestra por 
tratamiento. Las plantas posterioemente al muestreo fueron transportadas 
inmediatamente al laboratorio para su desinfección superficial y extracción de 
ADN total. 
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2.4 Métodos Moleculares 
2.4.1. Desinfección superficial de tejidos de tomate y trigo 
Las plantas de tomate y trigo fueron desinfectadas con el siguiente protocolo el 
cual es una adaptación de protocolos descriptos en la literatura [122], [162], 
[163]:  
Primeramente, las muestras de tallo y raíz fueron lavadas con agua de la 
canilla con el fin de eliminar partículas del suelo adheridas a las raíces y partes 
de los tallos. Luego del lavado los tejidos fueron sumergidos en una solución de 
SDS al 0,2%, y agitación a una velocidad de 200 rpm por 15 minutos, para 
favorecer la separación de partículas pequeñas que no se eliminaron 
anteriormente. Las muestras fueron enjuagadas tres veces con abundante 
agua destilada estéril y agitación (200rpm) por 15 minutos. 
Posteriormente, el material vegetal fue transferido a erlenmeyers estériles que 
contenían una solución de hipoclorito de sodio al 5%. Los erlenmeyers se 
colocaron en agitación (200 rpm) por 15 minutos. Posteriormente se eliminó la 
solución de hipoclorito de sodio, y se lavaron los tejidos con agua destilada 
estéril. Los tejidos se colocaron en nuevos erlenmeyer con alcohol al 70% y en 
agitación (200rpm) por 15 minutos. Se descartó el alcohol y las muestras 
fueron lavadas cuatro veces con abundante agua destilada estéril. 
2.4.2 Evaluación de la eficiencia de la desinfección de los tejidos  
La eficiencia del protocolo de desinfección aplicado se evaluó mediante el 
siguiente procedimiento: Se tomaron alícuotas del último lavado, así como 
cinco trozos de cada tejido, raíz y tallo los cuales fueron sembrados en medio 
TSA e incubados a 280C por 48 horas. Se consideró que el tejidos tienen una 
buena eficiencia de esterilización cuando no se observó crecimientos de 
bacterias en los tejidos y las alícuotas del ultimo lavado que se encontraban 
incubadas posteríos a las 48 horas (Figura 10).  
Una vez evaluada la eficiencia de esterilización, los tejidos fueron pulverizados 
en un mortero con nitrógeno líquido, y se conservaron a -800C. 
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Figura 10. Evaluación de eficiencia de esterilización de tejidos superficiales de tomate y 
trigo. En A y B tallo y raíz respetivamente incubadas en medio TSA a 280C por 48 horas con 
tejidos de trigo. En C y D idéntico a A y B con tomate. Las fotografías fueron tomadas pasada 
las 48 horas de incubación. 
2.4.3 Extracción de ADN de tejidos de tomate y trigo 
La extracción de ADN de plantas de tomate se realizó utilizando el protocolo 
descrito por Murray y Thompson (1980) [164] con modificaciones.  
Se pesó 0.8 gr de tejido vegetal, el cual fue llevado a tubos falcón de 50ml, 
seguidamente se agregó 8 ml de solución de extracción (150 mM de Tris-HCl, 
pH 8,0; 15 mM de EDTA, pH 8,0; 1 M NaCl, 1% CTAB (peso/volumen) y 5% 
(volumen/ volumen) de β-mercaptoetanol) e incubó a 650C en baño maría 
durante 30 minutos, se centrifugo a 7000 rpm, durante 15 minutos luego se 
transfirió la fase acuosa superior (sobrenadante) a un tubo falcón (50ml) 
además, se añadió medio volumen de fenol y se agito suavemente, 
posteriormente se centrifugo a 7000 rpm, durante 20 minutos. El sobrenadante 
se transfirió un nuevo tubo falcón (50ml) y se agregó medio volumen de fenol-
cloroformo-alcohol-isoamilico, e incubo la mezcla con agitación (200 rpm), 
durante una hora, a temperatura ambiente, y se centrifugo a 7000 rpm, durante 
20 min. La fase acuosa superior se transfirió a un nuevo tubo falcón (15ml) y se 
incorporó unas solución 1/10 del volumen de acetato de sodio 3M, pH 5,2, frío 
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(-200C) y 6/ 10 del volumen de isopropanol frío (-200C), se incubo a -20°C 
durante 24 horas. Posterior a la incubación, se centrifugo a 12000 rpm, durante 
30 minutos a temperatura ambiente y se eliminó el sobrenadante teniendo 
cuidado de no perturbar el pellet de ADN que se forma al fondo del tubo. Luego 
se añadió 2 ml de etanol al 70%, se centrifugo a 12000 rpm, durante 3 minutos, 
se eliminó el sobrenadantes y se dejó secar el pellet a temperatura ambiente. 
Por último se agregó 200 µL de agua ultra pura (10µg/ml de RNAs) libre de 
DNasas con la cual se resuspendió el pellet de ADN agitando suavemente y se 
conservó a -200C.  
Con respectos a los tejidos de trigo no se logró amplificar el gen nifH utilizando 
como molde el ADN extraído con el protocolo de Murray y Thompson, porque el 
arrastre de sustancias inhibitorias de la PCR. Por este motivo se utilizó como 
alternativa el kit comercial PURO Plant DNA (Embio-Tec) donde se introdujo 
dos modificaciones al protocolo del kit. Estas modificaciones consistieron en 
aumentar al doble del volumen las recomendación provista por el kit en las 
soluciones 1, 2 y 3 además, se agregó un paso en la extracción con fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico, con el fin de eliminar del ADN, las proteínas y 
sustancias orgánicas (taninos, ácidos húmicos y metabolitos secundarios de 
raíz) que inhiben las reacciones de PCR.  
El ADN se eluyó en agua ultra pura y libre de DNasas y se conservó a -200C 
para su posterior utilización. La concentración de ADN de cada muestra se 
estimó utilizando el equipo NanoDrop 2000 (Termo Scientific, Waltham, MA, 
USA) (Tabla S 1)  
2.4.4 Extracción de ADN de las cepas bacterianas 
La extracción de ADN de las cepas bacterianas se realizó utilizando el método 
de resina (Chelex 100, Bio-Rad) descripto por Alippi y Aguilar (1998) [165]. 
Brevemente, se tomó de tres a cinco colonias aisladas recién crecidas las 
cuales fueron lavadas primeramente con 300 μl de NaCl 1M, se enjuagaron 
tres veces con 300 μl de agua bidestilada estéril y finalmente fueron 
resuspendidas en 150 μl de la suspensión acuosa (6% p/v) de resina (Chelex 
100, BIO-RAD). La suspensión se incubó por 20 minutos a 56ºC, por 8 minutos 
a 99ºC y finalmente se conservó a 20 0C. Antes de usar como molde para la 
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amplificación se centrifugó 1 minuto para disponer de la muestra del 
sobrenadante. 
2.5 Técnica molecular  
2.5.1 Amplificación del gen nifH  
Las reacciones de PCR se hicieron por triplicado y en forma independiente por 
cada replica y tratamiento.  
La amplificación del gen nifH fue realizada utilizando el protocolo de PCR 
anidada descripto por Yeager et al (2004) [166]. Introdujimos una modificación 
menor que consistió en no diluir el producto de la primera amplificación para su 
uso como templado de la segunda PCR.  
Los cebadores utilizados se detallan en la Tabla 6, los mismos amplifican un 
fragmento interno del gen nifH de 359 pares de bases (pb). Para la primera 
reacción de amplificación se utilizó el cebador directo 19F y el cebador reverso 
nifH3 en una concentración final de 10 μm. La mezcla de reacción en volumen 
final de 25 µL fue: 200 μm de dNTPs (Invitrogen), 2.5 mM de MgCl2 (Promega), 
0.5% de DMSO (Dimetilsulfóxido) 1.25 U de Go Taq Polimerasa (Promega) y 
20 ng de ADN metagenómico como molde. 
 
Tabla 6. Secuencia de los cebadores nifH utilizados en la PCR anidada. Los 4 
cebadores utilizados fueron degenerados (Y= C/T; R= A/G; D= A/G/T; N= 
A/C/G/T; W=A/T; y I= inosina). 
 
secuencia Nombre Posicióna Deg.b Ref.c 
1er GCIWTYTAY GGI AAR GGIGG 19F 19-38 128 [167] 
PCR ATR TTRTTNGCNGCRTA nifH3 494-478 128 [168] 
      2da GAYCCNAAR GCNGACTC nifH11 118-134 64 [169] 
PCR ADWGCC ATCATY TCRCC nifH22 460-476 24 [169] 
a. La posición relativa a A. vinelandii nifH (GenBank ACCN # M20568) 
b. La degeneración se da como el número de oligonucleótidos que comprende el cebador 
c. Referencias bibliográficas donde se describen los cebadores.  
 
Para la segunda PCR, se utilizó el cebador directo nifH11 y el cebador reverso 
nifH22. La composición y volumen de la mezcla de reacción fueron idénticos a 
la descripta anteriormente, excepto que contenía 2 mM de MgCl2. En ambas 
reacciones de PCR se utilizaron parámetros de ciclados similares (Tabla 7), 
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excepto la temperatura de hibridación 55 0C y 32 ciclos de reacción en la 
segundan PCR. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador 
GenePro BIOER. El análisis del resultado de la PCR se efectuó en geles de 
agarosa 1% (p/v) preparados con buffer TBE 0.5X y teñidos con bromuro de 
etidio. La electroforesis fue realizada aplicando 100 V durante 15 min (MiniRun 
GE-100) y luego los geles fueron visualizados en un transiluminador.  
Tabla 7. PCR del gen nifH. Condiciones de ciclado utilizadas para amplificar un 
fragmento del gen nifH. 
Condiciones de ciclado 
 
Temperatura (oC) Tiempo 
Desnaturalización inicial 95 5 min. 
Desnaturalización 95 45 seg. 
Hibridación 48(1raPCR / 56(2da PCR) 1 min. 
Extensión 72 1 min. 
Extensión final 72 10 min. 
 
2.5.2 Purificación del pool nifH. 
Los fragmentos resultantes de la amplificación fueron sembrados para su 
purificación en un gel de agarosa del 1%, con un volumen de 80 µl de cada 
tratamiento y muestreo, cortando la banda correspondiente al tamaño nifH (359 
pb). Posteriormente los tacos de agarosa que contienen los ácidos nucleicos se 
purificaron con el kit comercial Accuprep (BIONEER) y se eluyó en un volumen 
final de 30 µl.  
 2.5.3 Digestión del ADN-nifH con endonucleasas 
Para identificar polimorfismos en la secuencia de gen nifH, se realizaron 
digestiones con las endonucleasas MspI y HaeIII (con secuencia de 
reconocimiento de corte de 4 pb). El volumen de reacción fue de 20 μl 
conteniendo buffer 1X, endonucleasa MspI y HaeIII (Promega) 2.5U, BSA 
(Promega) 1X, 200 ng de ADN. La mezcla de reacción fue incubada a 370C 
durante 12 horas. 
2.5.4 visualización de los productos de restricción nifH 
El producto de la mezclas de reacción fue sembrado en un gel de agarosa del 
2% (p/v) preparados con buffer TBE 0.5X y teñidos con bromuro de etidio. La 
electroforesis fue realizada aplicando 50 V durante 2 horas (MiniRun GE-100). 
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Posteriormente los geles fueron visualizados en un transiluminador y se tomó 
fotografías del gel con el equipo UVISAVE HD5 (Cambrige).  
2.7 Preparación de biblioteca nifH de endófitos de tomate, trigo y 
pirosecuenciación 
2.7.1 Síntesis de Amplicones nifH para pirosecuenciación  
Con el propósito de aumentar la sensibilidad de detección de secuencias nifH 
de la comunidad endofítica y por experiencia previa en nuestro laboratorio se 
utilizó PCR anidada propuesta Yeager et al (2004) [166]. Brevemente, en la 
primera PCR se utilizó como molde 2 μl de DNA de tejidos desinfectados y los 
cebadores utilizados en la primer PCR 19F [170] y nifH3 [168]. En la segunda 
PCR se tomaron 2 μl de la primera PCR y los cebadores utilizados nifH11 y 
nifH22. Las condiciones de reacción y ciclado de las PCR fue idéntico a los 
descripto anteriormente. Para disminuir el posible sesgo que podría tener lugar 
en la PCR anidada, se realizaron por triplicado las amplificaciones de PCR para 
cada muestra y tratamiento. Después de la segunda PCR, los amplicones de 
las tres repeticiones de una misma muestra y tratamiento fueron combinados 
en un único pool de amplicones. La muestra de ADN-amplicones (80 μl) fue 
sembrada en un gel de agarosa del 1% y se cortó las bandas correspondientes 
al fragmento nifH (359 pb). Los tacos de agarosa que contienen el fragmento 
nifH se purificó con el kit comercial NucleoSpin® Extract II (Macherey-Nagel) y 
el ADN se eluyó en un volumen final de 30 μl (Figura 11) y se cuantifico en 
NanoDrop. Los amplicones fueron enviados a secuenciar por la tecnología GS 
FLX 454 en el laboratorio MR. DNA 
 
 
Figura 11. Análisis electroforético de DNA-nifH amplificado de muestras de trigo y 
tomate. Las calles 1-2 son los productos de amplificación representativas del gen nifH de las 
muestras de trigo y las calle 3-4 idéntico a 1-2 con muestras de tomate. Se sembraron 5 μl del 
producto del producto de reacción de PCR. (+) Indica el control positivo DNA de Azospirillum 
vinelandii (-) control negativo. La flecha señala la banda de 500pb del estándar de tamaño 
molecular (MPM) de 100pb (PB-L Productos Bio-Lógicos ®).  
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2.9 Análisis Bioinformáticos  
2.9.1 Análisis de perfiles RFLP-nifH  
Las imágenes del gel fueron analizadas con el software PyElph [171] . El 
programa transforma las imágenes de los RFLP a matrices binarias, presencias 
1 cuando hay banda producto de la digestión de las endonucleasas y 
ausencias o cuando no hay banda, estas matrices se realizan comprando 
diferentes muestras (Tabla S2 y S3). Las matrices son analizadas con el 
software Past el cual genera dendrograma de similitud con el test de Bray-
Curtis. 
2.9.2 Procesamiento y asignación taxonómica de las secuencias nifH  
En el flujo de trabajo es una representación gráfica de las diferentes etapa que 
comprende desde el muestreo de las plantas hasta la obtención de una base 
de datos de secuencias nifH de endófitos de trigo y tomate de alta calidad 
(Figura 12).  
El análisis de las secuencias se llevó a cabo utilizando las herramientas de la 
plataforma Mothur [172]. Se eliminaron de la base de datos a las lecturas que 
no cumplieran con los siguientes criterios: - tamaño entre 300 y 400 pb; - 
diferencia en la secuencia (mismatch) del barcode; - más de dos mismtach en 
región de la secuencia correspondiente a los cebadores; - homopolímeros de 
más de 8 pb y - un promedio de calidad de lectura menor o igual a 25. Se utilizó 
la plataforma RDP (Ribosomal Database Project) para eliminaran las 
secuencias que presentaron quimeras mediante el método UCHIME. Los 
corrimientos en los marcos de lectura (frameshift) fueron detectados con el 
programa Framebot (RDP) usando el perfil Hidden Markov Model (HMM) 
Fer4_NifH_fs.hmm como referencia [139][173]. Mediante este programa 
también obtuvimos las secuencias aminoacídicas de nifH que fueron agrupadas 
en unidades taxonómicas operativas (OTUs) usando el programa CD-HIT con 
un 98% de similitud a nivel de aminoácidos [174]. Se adoptó este umbral de 
semejanza, considerando el grado alto de similitud de secuencia a nivel de 
especie que generalmente presentan los genes codificadores de proteínas 
[175]. 
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Figura 12. Esquema del flujo de trabajo para la obtención de la base de datos de 
secuencias ADN-nifH a partir de ADN de tejidos desinfectados de trigo. Se muestran las 
principales etapas experimentales y del análisis bioinformática. 
 
Para reducir aún más los potenciales errores asociados a la pirosecuenciación, 
seleccionamos para los futuros análisis a aquellos OTUs con representación de 
al menos dos secuencias en la base de datos curada. La abundancia relativa 
de las secuencias de los OTUs se normalizó mediante el denominado método 
sub.sampling descripto en Mothur [176] previo a los análisis comparativos. Los 
OTUs compartidos y no compartidos entre los distintos tratamientos y se 
visualizaron con diagramas de Venn, construidos en el entorno Mothur [176]. 
Calculamos la distribución porcentual de la abundancia relativa de un 
determinado OTU como la relación entre el número de secuencias respecto al 
número total de secuencias en trigo fue de los 1911 OTUs y en tomate fue con 
los 1724 OTUs.  
Se alinearon las secuencias representativas de cada OTUs utilizando como 
referencia el perfil Hidden Markov Model (HMM) Fer4_NifH_fs.hmm en el 
entorno ARB [142]. Los alineamientos fueron examinados manualmente, 
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excluyendo las secuencias que presentaron regiones con un alineamiento 
ambiguo en los conocidos dominios altamente conservados del gen. 
Finalmente, la asignación taxonómica y las relaciones filogenéticas de los 
OTUs fueron realizadas mediante la construcción de árboles filogenéticos con 
la secuencia aminoacídicas representativa de cada OTU e incluyendo también 
a secuencias nifH de la base de referencia de  Zehr et al., (2014) [177]. Se 
aplicó el análisis de Neighbour-joining (con corrección de Kimura) usando el 
programa ARB. 
2.9.3 Estimación de la diversidad  
La diversidad de la comunidad endófita diazotrófica (α diversidad) y cada 
tratamiento fue evaluada mediante las curvas de rarefacción utilizando el 
método de re-muestreo sin reemplazo comprendido en el entorno Mothur. Los 
índices de riqueza Chao-1 y de diversidad Shannon-Wiener (H′) se calcularon a 
partir de la matriz de los OTUs con abundancia normalizada usando el 
programa de libre acceso PAST3 [178]. Para el análisis comparativo de la 
composición entre muestras (β diversidad) se aplicó la medida de disimilitud 
Bray-Curtis que tiene en cuenta tanto la ausencia como la presencia de OTUs 
[143] usando el programa PAST3 [178]. La distancia weighted UniFrac mide la 
distancia filogenética entre par de OTUs como la fracción del largo de la rama 
del árbol que lleva al descendiente de una muestra o de la de otra, pero no de 
ambas [179]. 
La versión weighted del algoritmo tiene en cuenta, además, las abundancias de 
OTUs en el cálculo de las distancias y se analizó con el programa mothur [176]. 
Las matrices de diversidad beta, tanto basadas en UniFrac como en Bray 
Curtis, se utilizaron para el Análisis de Coordenadas Principales (PCoA) con el 
programa PAST3 [180]. 
2.9.3.1Análisis Multivariados  
En el presente trabajo hemos seleccionado algunos de los métodos del análisis 
multivariado en los cuales nos permitieron realizar representaciones gráficas, 
cuantificar la asociación entre individuos y clasificar respecto a un conjunto de 
variables observadas, tanto cuantitativas como cualitativas.  
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A modo de resumen se presentan en la Tabla 7 los diferentes criterios 
utilizados en este trabajo para ordenación y clasificación, y dentro de los 
primeros agrupamos de acuerdo con el tipo de variable y medida de distancia 
asociada. Para llevar a cabo los métodos de análisis multivariado utilizamos el 
programa PAST3. A continuación se describen los sistemas de análisis y sus 
características y propiedades usados en el tratamiento de los datos de 
secuencias. 
2.9.3.2 Métodos de Ordenación  
Para el análisis de ordenación n se utilizó la medida de distancia de Bray-
Curtis. Brevemente, en general el objetivo de un análisis de ordenamiento es 
representa en un número reducido de ejes ortogonales, los datos multivariado 
provenientes de múltiples variables de una misma muestra tales, como la 
abundancia de OTUs y la distancia ecológica entre comunidades[181]. En el 
gráfico de ordenamiento los puntos que representan a las muestras se ubican 
en forma tal que las distancias entre ellos representan la distancia ecológica 
entre las comunidades muestreadas [143].  
Por otro lado, el análisis de componentes principales es adecuado para 
variables cuantitativas, cuando las variables son cualitativas resulta más 
apropiado aplicar un tipo de análisis diferente, tal como el de coordenadas 
principales [182]. El objetivo del análisis de coordenadas principales es llegar a 
una representación geométrica de los individuos a través de una medida de 
distancia que respete la estructura de similaridad definida por la matriz de 
similaridad S. El análisis de coordenadas principales no es más que un análisis 
de componentes principales aplicado a una tabla de datos compatibles con la 
distancia d2 ij = sii + sjj - 2 sij. Pero, aquí el sistema de ejes no representa 
direcciones dado el carácter cualitativo de las variables originales. 
Mientras que la escalas multidimensionales MDS es un método de ordenación 
robusto que nos permite representar, la similitud entre pares de objetos en un 
espacio métrico de pocas dimensiones, con el mayor grado de confianza 
posible [183]. Se puede utilizar cualquier de los coeficientes conocidos de 
disimilitud o medida de distancia para construir la matriz a utilizar como “input” 
del análisis NMDS. 
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2.9.3.3 Métodos de clasificación 
El análisis de conglomerado jerárquico presenta un enfoque algorítmico para 
identificar grupos discretos con diversos grados de (disimilitud en una base de 
datos representada por una matriz de disimilitud). En este trabajo se realizaron 
los análisis de conglomerado mediante el método de agrupamiento UPGMA 
aplicando la medida de distancia de Bray-Curtis. Brevemente, los grupos son 
jerárquicamente organizados a medida que el algoritmo de agrupación avanza 
y pueden ser representados con un dendrograma. Los dendrogramas indican 
cómo se asocian los individuos/parámetros objeto del análisis a medida que 
disminuye el grado de semejanza entre ellos. Estos árboles generalmente van 
acompañados por un eje que indica la distancia y/o similaridad a la que se han 
producido las diferentes uniones q denominado índice de jerarquía. En las 
publicaciones de Culmman et al.(2008) [184] y Ramette (2007) [183], se 
encuentra una revisión más amplia de los métodos del análisis multivariante 
que son utilizados en estudios de ecología microbiana (Tabla 8). 
Tabla 8. Métodos de análisis multivariado 
 
2.10 Tecnicas Microbiologicas 
2.10.1 Marcado de cepas con los genes reporteros GFP y GUS 
El plásmido pFAJ1708-GFP y pFAJ1708-GUS se obtuvieron de las cepas 
marcadas de Burkholderia trópica [158]. Las cepas se crecieron en medio LB 
suplemento con 15µg/ml de tetraciclina, se incubo a 28oC por 24 horas en 
agitación (200 rpm). Seguidamente las cepas se cosecharon y se les extrajo el 
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plásmido con el kit de miniprep zyppy, los plásmidos se conservaron a -80 oC. A 
continuación, se transformó la cepa E. coli DH5α con el plásmido pFAJ1708 
que contienen los genes porteros GFP y GUS, se incubaron a 37 oC en 
agitación (200 rpm) por 24 horas, luego se conservaron a -80oC en glicerol 
20%. Las bacterias transformadas fueron replicadas en medio LB con 
tetraciclina (15µg/ml), e incubación a 37 oC por 24 horas con agitación (200 
rpm). Posteriormente, las bacterias fueron cosechadas con el fin de extraer y 
purificar el plásmido, utilizando el kit de miniprep zyppy plasmid miniprep 
(epigenetic).  
Se prepararon bacterias electrocompetentes de las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 
1.24 siguiendo el protocolo descripto por Tung et al(1995) [185]. Las bacterias 
electrocompetentes se transformaron por electroformación con el equipo BIO-
RAD (2,5 kV, 25 mF, 200 Ω, 4,5 ms) con el plásmido pFAJ1708-GFP y 
pFAJ1708-GUS de forma independiente. Las bacterias transformadas se 
crecieron en medio LB-agarizado con Tc 15µg/ml donde fueron seleccionadas, 
las bacterias que contenían el plásmido pFAJ1708, ya que le confiere 
resistencia al antibiótico tetraciclina.  
Las cepas transformadas con el plásmido pFAJ1708-GFP fueron expuestas a 
luz UV con el fin de observar la fluorescencia producto de la expresión del gen 
reportero GFP y las cepas transformadas con el plásmido pFAJ1708-GUS se 
realizaron coloni PCR con el propósito de amplificar el gen GUS para evitar 
falsos positivos (Figura 13). 
 
Figura 13. Cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 marcadas con los genes reporteros GFP y GUS. 
En A se muestra las cepas sometidas a luz UV y emitiendo fluorescencia producto de la 
expresión del gen GFP y en B se muestras la coloni PCR de las cepas transformadas con el 
gen reportero GUS y sus respectivos controles 
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2.10.2 Evaluación de la estabilidad del plásmido pFAJ1708 en las cepas E. 
sp. 2.14 y E. sp. 1.24  
La estabilidad del plásmido en el curso de varias generaciones fue evaluada 
mediante la incubación de las cepas E. sp. 2.14-GFP, E. sp. 2.14-GUS, E. sp. 
1.24-GFP y E. sp. 1.24-GUS en medio de cultivo LB en ausencia de presión de 
selección por aproximadamente 40 generaciones. El procedimiento se llevó a 
cabo a lo largo de 4 días en los cuales se dejaron crecer hasta punto de 
saturación (24 horas aproximadamente), a partir de una alícuota (DO600 0,2 
unidades), se inocularon nuevos tubos que contenían LB fresco los cuales 
fueron incubados hasta alcanzar la fase de saturación. Este procedimiento se 
repitió 3 veces en los 4 días del ensayo. Se tomaron muestras de cada día y se 
plaqueron en medio LB-agarizado con antibiótico y sin antibiótico donde se 
evaluó la relación entre el número de colonias sensibles y resistentes al 
antibiótico. Las colonias sensibles al antibiótico están relacionadas con la 
pérdida del plásmido. La fracción de las colonias resistente a lo largo de las 
generaciones se calculó como el cociente entre UFC en presencia de 
antibiótico en relación con las UFC sin presencia del antibiótico. 
2.10.3 Cinética de crecimiento de las cepas marcadas con GFP, GUS y 
capacidad de solubilización. 
Considerando que la introducción del plásmido pFAJ1708 puede afectar 
características fisiológicas de las células bacterianas [186], [187], se evaluó el 
crecimiento y la capacidad solubilizar fosforo de las cepas marcada con GFP y 
GUS. 
La cinética de crecimiento fue evaluada en medio mínimo M9 (contiene en un 
litro Na3PO4 12 g, KH2PO4 3 g, ClNa 0, 5 g, NH4Cl 1g, pH 7,4 y glucosa 0.2% 
v/v) [157] y en medio rico LB (un litro contiene 10g Triptona, 5g Extracto de 
levadura y 10g NaCl) [157]. Las bacterias fueron crecidas en medio líquido 
suplementado con 15µg/ml de Tc en agitación (200 rpm) e incubado a 28ºC 
durante 24 horas hasta fase exponencial tardía, a partir de estos cultivos se 
tomaron alícuotas que fueron diluidas en 30 ml de medio fresco con una 
densidad óptica (DO600) de 0.02 unidades. El crecimiento de los cultivos fue 
seguido por medición de la densidad óptica de los cultivos en el tiempo. Los 
ensayos se repitieron tres veces para darle robustez y tener confianza en los 
Tesis Doctoral  Material Y Métodos Efren V. Ramos C. 
52 
 
resultados obtenidos.Asimismo, se evaluó cualitativamente la capacidad de 
solubilización de fosforo in vitro con las cepas marcadas (Figura 14). En estos 
ensayos las bacterias se crecieron en medio liquido NBRIP con fosfato 
tricálcico (5 gL-1) hasta alcanzar una DO600 de 1,4 unidades. Se tomaron 
alícuotas 5 μl y fue sembrada en placas de Petri con medio NBRIP-agarizado 
que contenía 5 gL-1 de fosfato tricálcico. Las placas se incubaron a 28 oC 
durante 10 días, y cada dos días se midió en diámetro del halo, producto de la 
solubilización de estas cepas. El índice de solubilización (IS) se calculó 
restando el diámetro de la colonia menos el diámetro total de solubilización. 
 
Figura 14. Actividad solubilizadora de fosfato de las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 y sus 
derivadas transformantes marcadas con GFP y GUS. En A-B: Se muestras la actividad 
solubilizadora como halos claros (zona traslucida) de las cepas salvajes y cepas marcadas con 
el gen GFP. En los paneles C-D: Idéntico A-B, con las cepas marcadas con el gen GUS y las 
respectivas cepas salvajes. 
 
2. 11 Ensayos de fisiología microbiológica 
2.11.1 Evaluación de producción de enzimas 
La evaluación de actividad de enzimas líticas de las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 
1.24 se realizó en medios sólidos. Estas enzimas están relacionadas con la 
rizocompetencia del microorganismo, interacción planta microorganismos y 
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biocontrol. Se utilizaron medios de cultivo específicos para la determinación 
cualitativa de distintas actividades enzimáticas. Las cepas fueron crecidas en 
medio LB hasta alcanzar una DO (600) 1.4 se centrifugo el medio a 5000 rpm y 
se resuspendió en PBS 1x, se tomó una alícuota de 5µl y sembró en los 
diferentes medios. 
2.11.2 Determinación de celulasas 
Medio de cultivo: NaNO3 0,2% p/v; K2HPO4 0,1% p/v; MgSO4 0,05% p/v; KCl 
0,05% p/v; peptona 0,02% p/v; CMC (Carboximetilcelulosa) 0,2% p/v, agar 
1,7% p/v PH 6,00.  
Las placas se incubaron a 28°C durante 5 días. El medio utilizado para la 
determinación de celulasas se reveló mediante la adición de rojo Congo 0,1% 
v/v. El colorante se dejó durante 5 minutos y el excedente se lavó con NaCl 1 M 
(para desteñir la zona con actividad) y por último se agregó ácido acético al 
0,5% v/v para bajar el pH [188]. Las celulasas hidrolizan la celulosa a unidades 
de glucosa. Luego del revelado, el rojo Congo es absorbido por las cadenas 
largas de polisacáridos de CMC. Si el microorganismo utiliza como sustrato la 
CMC, alrededor de esa zona, no se absorbe el rojo Congo, por lo tanto, se 
observará un halo claro, mientras que el medio se observa de un color marrón 
oscuro. 
2.11.3 Determinación de Amilasas 
Medio de cultivo: almidón soluble 1% p/v; EL 0,2% p/v, peptona 0,5% p/v, 
MgSO4 0,05% p/v; NaCl 0,05% p/v; CaCl2 0,015% p/v; agar 2% p/v.  
Las placas Las placas se incubaron a 28°C durante 48 hs. El revelado se 
realizó con una solución de I2/I- (1 g de I2 + 5 g de IK en 330 ml de agua). El 
medio cambia de color con el agregado de la solución yodada, debido a la no 
hidrolizarían y reacciona con el yodo para formar un complejo de color azul 
intenso. Con un resultado positivo se observa la formación de un halo 
transparente alrededor de la colonia, en un medio color azul/violeta. [189]. 
2.11.4 Determinación Lipasas. 
Medio de cultivo: NaCl 0,5% p/v; CaCl2 0,01% p/v; peptona 1% p/v; agar 2% 
p/v; tween 80 1% v/v PH 6,00.  
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Las placas se incubaron a 28°C durante 5 días. Las lipasas catalizan la 
hidrólisis de acilgliceroles de cadena larga. Si el microorganismo es capaz de 
hidrolizar el tween 80 contenido en el medio de cultivo se observa la aparición 
de un precipitado alrededor de la colonia debido a la combinación de Ca+2 y los 
ácidos grasos liberados por la hidrólisis, formándose monooleato de calcio 
[190]. 
2.11.5 Determinación Proteasas 
 Medio de cultivo: leche descremada 5% p/v; agar 1% p/v. Las placas se 
incubaron a 28 oC y se observaron luego de las 24 y 48 hs. Las proteasas 
producen la hidrólisis de la caseína (proteína predominante de la leche). Las 
bacterias productoras de proteasas degradan la caseína e incorporan los 
aminoácidos liberados en la hidrólisis. Con un resultado positivo, se 
observarían halos transparentes alrededor de las colonias, lo cual indicaría que 
se produjo la hidrólisis de la caseína [191]. 
2.11.6 Determinación de Pectinasas 
Medio de cultivo: pectina cítrica 1% p/v; EL 0,2% p/v; peptona 0,5% p/v; MgSO4 
0,05% p/v; CaCl2 0,015% p/v; NaCl 0,05% p/v; agar 2% p/v PH 6.00. Las 
placas se fueron incubadas a 28°C durante 5 días. Pasado ese tiempo, las 
placas se revelaron con la solución de I2/I-descripta anteriormente [192]. La 
pectina reacciona con el yodo para formar un complejo color café (color del 
medio luego del revelado). Con un resultado positivo se observa la 
decoloración instantánea alrededor de la colonia. 
2. 11.7 Evaluación de formación de biofilm 
La capacidad de formar biofilm de las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 fue 
evaluada por dos metodologías: 
1. caracterización cuantitativa del biofilm formado en dos superficies en 
medios de cultivo LB mediante la técnica de tinción con cristal violeta 
[193].  
2. caracterización cualitativa del biofilm mediante técnicas microscopía 
confocal y de fluorescencia [194]. 
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2.11.7. 1 Caracterización cuantitativa del biofilm  
En primera instancia se determinó el tiempo necesario para la formación de 
biofilm de las dos cepas en estudio en tubos de vidrio de 15 ml y medio de 
cultivo LB. Las cepas se crecieron hasta fase exponencial tardía, luego tomo 
una alícuota y se adicionó a los tubos (24 tubos) hasta alcanzar una DO600 
inicial de 0.2 unidades, los tubos se encubaron 28°C. En las primeras horas los 
medios se mantuvieron estáticos con el propósito de favorecer la adhesión de 
las cepas a la superficie de vidrio.  
Posteriormente se llevaron a agitación a 100 rpm. El ensayo contempla un 
control positivo (Burkholderia tropica) y un control negativo del medio y tubos 
inoculados con las cepas. El control de medio se adiciono una alícuota de agua 
estéril. Se tomaron muestras a las 12, 24 y 72 horas. Para cada tiempo de 
muestreo tomaron 2 tubos y se descartó el medio con las bacterias no 
adheridas a la superficie. Posteriormente se lavaron los tubos por inversión con 
agua estéril, este procedimiento se repitió tres veces. Los tubos se llevaron a 
50°C durante 24 horas y se realizó la tinción con cristal violeta que permite teñir 
a las bacterias siguiente protocolo descrito por O’Toole (2011)[193]. 
 Agregar una solución de cristal violeta 0,1% hasta cubrir la muestra para 
teñir a las bacterias y dejar actuar por 15 minutos. 
 Descartar el colorante excedente y lavar la muestra 3 veces con agua 
destilada. 
 Dejar secar a temperatura ambiente durante 24 horas. 
 Eluir con 2 volúmenes de etanol 96% v/v y dejar actuar de 10 minutos, 
sobres las zonas teñidas por el cristal violeta, medir a una DO590 el 
colorante eludido. 
La cuantificación del biofilm se realizó por espectrometría utilizando una 
longitud de onda de 600 nm con placas multipocillo estériles con medio de 
cultivo LB, para determinar cuál de las cepas contiene mayor biofilm partiendo 
de una DO600 0.2 unidades y para ello las cepas se incubaron por 24 horas. 
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2.11.7.2 Caracterización de la formación de biofilm por técnicas 
microscópicas 
El crecimiento del biofilm de las cepas E. sp. 2.14-GFP y E. sp. 1.24-GFP y 
caracterización de las estructuras se realizaron sobre portaobjetos de vidrio 
ubicados en tubos de polipropileno que contenían medio LB. Los portaobjetos 
fueron lavados previamente con alcohol 96% y esterilizados, los ensayos se 
hicieron por triplicado. Los tubos fueron inoculados con una DO600 inicial 0.2 
unidades, y se incubo a 28°C, las primeras se mantuvieron de forma estática 
para permitir la adhesión de las bacterias a la superficie, seguidamente los 
tubos se colocaron en agitación a 100 rpm. Los tubos de polipropileno 
contenían 15 ml de medio, quedando los portaobjetos parcialmente sumergidos 
y se cerrados con Parafilm, para permitir el paso de oxígeno. Los portaobjetos 
fueron retirados a distintos tiempos para ser analizados por microscopia 
confocal. Los portaobjetos se lavaron 3 veces con agua destilada, se cubrieron 
con agua destilada, se colocó el cubreobjetos y se sellaron con esmalte.  
Las muestras se observaron en un microscopio confocal Leica SP5 equipado 
con una cámara digital Leica DFC300 FX. Para la excitación de la proteína 
fluorescente se utilizó una longitud de onda de 488 nm (láser de argón). Se 
seleccionó una banda de emisión para detectar la proteína GFP entre 504-550 
nm. Se utilizó un objetivo de 63X y 100X aceite UV y una apertura numérica de 
1,40. Se obtuvieron imágenes en diferentes planos a través del eje z con 
intervalos de 0.2µm. Las imágenes obtenidas de los stacks (conjunto de 
imágenes consecutivas en el eje z) fueron analizadas en los programas Leica 
Application Suite, ImageJ, para conformar la estructura tridimensional del 
biofilm.  
2.11.8.1 Determinación de capacidad de fijación de nitrógeno 
Se evaluó la presencia del gen nifH en las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24, este 
gen codifica el componente II de la enzima nitrogenasa. Para ello, se realizó la 
extracción de ADN de los dos aislamientos puros siguiendo el protocolo 
descrito por Alippi y Aguilar (1998) [195]. La amplificación y condiciones de 
reacción del gen se realizaron por PCR anidada utilizando cebadores 
descriptos en la sección técnicas moleculares.  
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2.11.8.2 Determinación de actividad ACC desaminasa in vitro 
Con el fin de determinar la actividad ACC desaminasa de las cepas E. sp. 2.14 
y E. sp. 1.24 se utilizó el protocolo descripto por Penrose y Glick (2003) [196] y 
se describe a continuación las bacterias se cultivan en un primer paso en 
medio rico y luego se transfieren a medio mínimo con ACC como única fuente 
de nitrógeno. Las cepas se cultivan hasta la fase exponencial tardía en 15 ml 
en medio TSA y se inocula con 1 ml de las cepas. Los cultivos bacterianos se 
incuban a 28 oC durante 12 horas con agitación a 200 rpm posteriormente se 
cosechan las bacterias mediante centrifugación a una velocidad de 8000 rpm 
durante 10 min a 4ºC. El sobrenadante fue eliminado y las bacterias fueron 
resuspendidas con 5 ml de medio mínimo M9 y se vuelve a centrifugar a 8000 
rpm durante 10 min, se elimina el sobrenadante y se vuelve a resuspender las 
bacterias con 7,5 ml de medio M9 y se transfieren a nuevo tubo donde se 
agrega 45 ml ACC 0,5M. Para obtener una concentración final de ACC de 3,0 
mM. Las bacterias se incuban nuevamente a 28 0C durante 24 horas y en 
agitación (200rpm) con el fin de que las bacterias utilicen el ACC como única 
fuente de nitrógeno se produzca la inducción del gen. Las bacterias se 
cosechan por centrifugación a 8000 rpm durante 10 min a 4ºC. El sobrenadante 
se elimina y las células se lavaron con 5 ml de Tris-HCl 0,1 M, pH 7,6. 
Posteriormente las bacterias fueron lisadas para la obtención de los extractos 
crudos. 
La determinación de la actividad de desaminasa ACC se realizó a mediante el 
método modificado de Honma y Shimomura (1978)[176] que mide la cantidad 
de α-cetobutirato producida cuando la enzima ACC desaminase se encuentra 
activa. El extracto obtenido de la lisis celular fue mezclado con 25 mM ACC en 
un volumen final de 200 µl de Tris 0.1 M (pH 8.5). La mezcla fue incubada a 
30°C por 2 horas. Como control negativo se incluyó la cepa de Pseudomona 
putida ATC 17399, control positivo Pseudomona putida cepa ATC 17399 con 
plásmido PRK que contiene múltiples copias del gen ACC desaminasa y como 
blanco de lectura Buffer Tris 0.1 M (pH 8.5). Posteriormente, la mezcla fue 
incubada por 15 minutos a 30°C con 1.8 ml de HCl 0.56 N y 0.3 ml de una 
solución de 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNP) disuelta en HCl 2N. A la reacción se 
adiciono de 2 ml de NaOH 2N. La absorbancia de la muestra fue medida a 540 
nm. El número de μmoles de α-cetobutirato producido por la enzima fue 
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determinado a través de la comparación de las mediciones de A540 con las 
obtenidas en una curva estándar de α-cetobutirato en un margen de 0.1 a 1 
µmol. Cada una de las series de las concentraciones conocidas de α-
cetobutirato fueron preparadas en un volumen final de 200 µl en buffer de 
fosfato de potasio 0.1 M pH 8.5, dando el mismo tratamiento que a los 
extractos de proteínas totales, excepto la adición de ACC. 
2.11.8.3 Prueba de antagonismo in vitro  
Se evaluó la capacidad de las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 como antagonista 
del hongo patógeno Bipolaris sorokiniana (aislado de trigo) provisto por la Dr. 
Cecilia Mónaco del Centro de investigaciones en fitopatologías (CIDEFI) de la 
Facultad de Ciencias Agraria y Forestales UNLP. El aislamiento se incubó en 
cajas de Petri con medio PDA con tres replicas bilógicas. Las cepas en estudio 
se crecieron en medio LB se incubaron 28 0C con agitación de 200 rpm, hasta 
obtener una DO600 1.4 unidades. El crecimiento del hongo patógeno se realizó 
en cajas de Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA) a pH 7, se incubó a 250C 
durante 10 días con intervalo de luz oscuridad de 12 horas. Las cajas de Petri 
donde se evaluó el grado de inhibición en el desarrollo del hongo por efecto de 
las cepas fueron divididas en 3 cuadrantes marcando el punto central de la 
placa y 3 puntos equidistantes. En cada punto se sembraron 20μL de las cepas 
bacterianas y se incubo a 28 oC por 24 horas. Posteriormente con un 
sacabocado de 1 cm de diámetro se retiró una porción del micelio del hongo 
fitopatógeno previamente repicado y se sembró en el centro de la placa que 
contenían las cepas en los cuadrantes. Paralelamente se realizaron placas 
control del hongo sin bacterias. Las cajas de Petri que contenían el hongo con 
cepas los controles se incubaron las placas a 25oC con periodo de 
luz/oscuridad de 12 horas, y se mantuvieron durante 10 días donde se evaluó 
el grado de inhibición del crecimiento del hongo. 
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2.12 Estudio de interacción entre las cepas bacterianas E. sp. 2.14, E. sp. 
1.24 y las plantas 
2.12.1 Preparación del inoculo 
Las cepas bacterianas E. sp. 2.14-GFP, E. sp. 2.14-GUS, E. sp. 1.24-GFP y E. 
sp. 1.24-GUS se incubaron en frascos erlenmeyers (1 l) conteniendo 250 ml de 
medio LB suplementado con el antibiótico tetraciclina (15µg/ml) y en agitación a 
200 rpm con una temperatura 28 0C durante 24 h. Para los estudios del patrón 
de colonización, las bacterias se concentraron, por centrifugación a 7000 rpm 
por 5 minutos, eliminando el sobrenadante y el pellet se resuspendió en buffer 
PBS 1X estéril, llevándola a una concentración final de 1X108 UFC/ml. 
Seguidamente se procedió a la inoculación a plantas de tomate y trigo.  
2.12.2 Experimentos en plantas 
Se realizaron ensayos de inoculación en plantas de tomate y trigo. Las semillas 
fueron desinfectadas superficialmente con solución de alcohol al 70% de 
durante 2 minutos, seguido de un lavado con agua estéril e inmersión en 
hipoclorito de sodio al 2% durante 5 min. Finalmente se realizaron tres lavados 
con agua estéril con el fin de eliminar las trazas de hipoclorito de sodio para 
evitar posibles intoxicaciones de las plántulas al momento de germinar. 
Las semillas fueron germinadas sobre papel filtro húmedo e incubadas (días 6 
días para tomate y 4 días para trigo) a 28 0C en oscuridad. Posteriormente las 
semillas geminadas fueron transferidas a cajas acrílicas de 17 cm * 22 cm, 
conteniendo agar-agua con solución de Fåhraus [197] estéril. El ensayo 
comprendió un tratamiento control (sin inoculación) y un tratamiento con 
inoculación con las cepas E. sp. 2.14-GFP, E. sp. 2.14-GUS, E. sp. 1.24-GFP y 
E. sp. 1.24-GUS en forma independiente. La inoculación de las cepas se 
realizó a los 5 días post-emergencia con 1ml por caja con una concentración de 
1X108 UFC/ml, el control fue regado con agua estéril. Las plantas se 
mantuvieron durante 12 días en cámara de crecimiento con el ciclo de luz / 
oscuridad de 12 h/12 h, respectivamente, a 28 0C y se tomaron muestras a los 
3 y 10 días post-inoculación. El patrón de colonización se evaluó 
cuantitativamente mediante la utilizando microscopia de fluorescencia, confocal 
y campo claro. 
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2.12.3 Recuento de bacterias en extracto de tallo y raíz de tomate y trigo 
Con el fin de determinar el tipo de asociación entre las cepas E. sp. 2.14-GFP y 
E. sp. 1.24-GFP en las plantas de tomate y trigo se realizó el siguiente 
experimento: las semillas de tomate y trigo se germinaron y crecieron como se 
describe anteriormente. El ensayo tiene un control, plantas inoculadas con las 
cepas de forma independiente. 5 días post-germinación las plantas fueron 
inoculadas con las cepas con una concentración mencionada anteriormente, 
las plantas control fueron regadas con agua estéril. El experimento se mantuvo 
por 22 días, se tomaron muestras a las 24, 72 horas, 8, 12, 17 y 22 días post-
inoculación.  
Las plantas de tomate y trigo fueron cosechadas y se separaron 
cuidadosamente el tallo y raíz. Seguidamente se tomó una porción a los cuales 
se les aplicó un procedimiento de desinfección superficial consistente en: 
lavado con una solución de alcohol al 70% 10 min y agitación a 200 rpm, luego 
se transfirieron a erlenmeyer estériles con solución de hipoclorito de sodio 3% 
durante 10 min y agitación a 200 rpm y finalmente se relazaron 4 lavados con 
agua estéril para eliminar las trazas del hipoclorito de sodio. La eficiencia de la 
esterilización superficial se evalúo mediante la toma de alícuotas de agua del 
último lavado y porciones de tallo y raíz tomados al azar que posteriormente 
fueron sembrados en medio LB e incubadas a 28 0C durante 48 horas. 
Posteriormente a la incubación se observó si en los medios si hay presencias 
de colonias bacterianas en las placa con el fin de evaluar la eficiencia de 
esterilización. Paralelamente las muestras desinfectadas, sin desinfección y 
sus respectivos controles fueron maceradas con solución PBS 1X estéril donde 
se tomaron alícuotas de los extractos para realizar diluciones seriadas (Figura 
15) y fueron sembradas en medio de cultivo LB suplementado con tetraciclina 
(15 µg / ml), e incubadas a 28 0C por 24 horas. 
Se estimó el número de bacterias que expresan GFP de cada muestreo y se 
determinó el número de UFC por gramo de tejido fresco. 
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PBS 1X
Dilución 1/10
28 OC
 
Figura 15. Macerado de raíces tallo en mortero y siembra en medio de cultivo agarizado para 
el recuento de las poblaciones del rizoplano y endofítica. 
 
 
2.12.4 Técnicas microscópicas para visualizar las bacterias inoculadas 
Se utilizaron tres técnicas microscópicas con el fin de determinar los sitios de 
colonización de las cepas E. sp. 2.14-GFP, E. sp. 2.14-GUS, E. sp. 1.24-GFP y 
E. sp. 1.24-GUS en raíces y tallo de tomate y trigo en condiciones de 
esterilidad e inoculación controladas. 
2.12.4.1 Preparación de plantas para observación microscópica 
Consideramos que el patrón de crecimiento y solubilización entre las cepas 
silvestres y marcadas con GFP y GUS no presentan cambios significativos en 
su crecimiento y capacidad de solubilizar fosforo se, procedió a determinar el 
tipo de colonización, mediante el uso de microscopia, confocal, fluorescencia y 
campo claro. Los tallos y raíces de los explanto fueron separados y una parte 
de las muestras fueron lavadas suavemente con agua estéril con el fin de 
eliminar los restos de agar-agua para eliminar las bacterias que no se 
encuentran adheridas fuertemente a los tejidos. Otra parte de las muestras 
fueron sometidas a esterilización con el procedimiento descripto anteriormente. 
2.12.4.2 Microscopía de campo claro 
Se realizó la detección histoquímica de la actividad de la enzima β-
glucuronidasa [198] en raíces de plantas de trigo y tomate inoculadas con las 
cepas de E. sp. 2.14-GUS y E. sp. 1.24-GUS de forma independiente a 
diferentes tiempos post-inoculación. Se analizaron 3 raíces y 3 tallos de cada 
especie, al día 3 y día 10, con sus respectivos controles no inoculados y tejidos 
desinfectados superficialmente. La mezcla de reacción empleada para la 
detección de la enzima β-glucuronidasa se detalla en la Tabla 9. Las raíces y 
tallos fueron lavadas con buffer Na2HPO4 100 mM a pH 7, se sumergió en la 
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mezcla reactiva, se incubó a 37oC durante 12 horas, se descartó la mezcla de 
reacción y se lavaron las raíces 3 veces con buffer Na2HPO4 100 mM a pH 7. 
La actividad de la enzima se manifiesta mediante la tinción de color azul las 
zonas donde se encuentra las cepas marcadas con este gen. Las 
observaciones en raíces las enteras y en cortes transversales de tallo de 
tomate y trigo, con microscopio de campo claro. 
 
2.12.4.3 Microscopia de fluorescencia 
Se observaron múltiples raíces y cortes trasversales de tallo de tomate y trigo 
con desinfección superficial y sin desinfección, utilizando microscopia de 
fluorescencia para evaluar el tipo colonización de las cepas E. sp. 2.14-GFP y 
E. sp. 1.24-GFP, se empleó el microscopio OlLYMPUS IX 51 equipado con una 
cámara digital refrigerada. 
Tabla 9. Composición de la mezcla de reacción para la detección histoquímica 
de actividad β-glucuronidasa. 
Componente Concentración final Volumen (μl) 
Tritón X-100 
(1% v/v) 100 
Tris pH 7 
100mM 50 
Ferrocianuro de potasio 
100mM 100 
X-Gluc (en dimetilformamida) 
2 mM 250 
H2O destilada  
400 
NaCl 50mM 100 
 
Los muestreos de las plantas se realizaron a los 3 y 10 días post-inoculación, 
las raíces se colocaron sobre la porta donde se agregó agua destilada luego se 
cubre las raíces con cubreobjetos para su posterior visualización. Lo cortes 
transversales se realizaron con cuchilla Gillette utilizando el mismos montaje 
para las observaciones en el microscopio. 
2.12.4.3 Microscopía Confocal 
Se observaron raíces de trigo y tomate utilizando un microscopio confocal Leica 
SP5. La longitud de onda de excitación fue de 488 nm (láser de argón). Se 
seleccionó una banda de emisión para detectar la proteína GFP (499-551 nm). 
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Las imágenes obtenidas fueron posteriormente analizadas con el procesador 
de imágenes Leica Application Suite e ImageJ. 
Se observó cortes transversales de tallo, y raíces enteras, se colocaron entre 
porta y cubre para la observación microscópica. Las imágenes obtenidas en 
diferentes planos del eje z (denominadas stacks) fueron analizadas con el 
procesador de imágenes ImageJ 
2.12.5 Ensayos de colonización en suelo no estéril en condiciones 
controladas 
Con el propósito de evaluar las cepas en su capacidad para asociarse a raíz de 
tomate y trigo en suelo no estéril, se realizó el siguiente ensayo:  
Las semillas de trigo y tomate fueron desinfectadas según el protocolo 
descripto anteriormente. Las plantas se inocularon con las cepas E. sp. 2.14-
GFP y E. sp. 1.24-GFP utilizando 1ml por planta en concentración de 1X108 
UFC/ml. Además, se analizaron plantas no inoculadas, tratadas con agua 
destilada en lugar de inóculo. Las semillas se sembraron en una mezcla de 
tierra y perlita en proporciones 2/2, la mezcla se transfirió a macetas de 1 litro 
de capacidad. En cada maceta, se colocaron 5 semillas, y las mismas fueron 
colocadas en condiciones de ambiente controlado (luz 12 horas / 12 noches 
temperatura 28 0C). El riego se realizó cada dos días con agua destilada.  
El ensayo se realizó por triplicado, y se tomaron muestras a los 10 y 20 días. 
Las raíces de las plantas y se sumergió en un volumen determinado de 
solución fisiológica estéril con Tween 20 se agitó vigorosamente durante 1 
minutos, luego llevo las muestras a shaker con velocidad de 200 rpm por 1 
hora. La suspensión resultante se consideró como las bacterias adheridas al 
rizoplano. Se realizaron diluciones seriadas con solución fisiológica de esta 
suspensión y se sembraron en medio LB-agarizado suplementado con 
tetraciclina 15 µg/ml. Otra parte de los tejidos fueron esterilizados 
superficialmente y fue evaluada la eficiencia de esterilización con el protocolo 
descrito anteriormente. Las muestras fueron maceradas con solución fisiológica 
y se realizaron dilaciones serias y se sembraron en medio LB-agarizado (15 
µg/ml) en las cuales se determinó el número de colonias por gramo de tejido. 
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2.12.6 Sobrevivencia de las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 en suelos de la 
localidad de Junín, Ferré y Pergamino provincia de Buenos Aires  
Con el fin de analizar la capacidad de las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 de 
sobrevivir y competir en los suelos, de las localidades de Junín (campo las 
Alisias), Ferré (campo de la escuela Agrotécnica salesiana) Pergamino (campo 
experimental RIZOBACTER S.A) fue necesario la obtención previa de mutantes 
cromosomales espontáneos resistentes a rifampicina que permitieran la 
selección de estos microorganismos del resto de la población presente en las 
muestras de suelo. Los mutantes fueron facilitados por Ifran [156] del Instituto 
de Botánica del Nordeste (IBONE-CONICET-UNNE). 
2.12.6.1 Ensayos de sobrevivencia  
La capacidad de las cepas de sobrevivir en suelo fue evaluada mediante la 
inoculación en suelos de tres localidades de la provincia de Buenos Aires. 
Las cepas se crecieron en medio LB con rifampicina (100mg/ml) hasta alcanzar 
una concentración de 1X108 UFC/ml. Las suspensiones bacterianas fueron 
centrifugadas a 7000g durante 5 minutos, se resuspendió en buffer PBS 1X 
estéril. Los ensayos se realizaron por triplicado y los tratamientos utilizados se 
describen en la Tabla 10. 
Se utilizó 200 g de suelo de cada localidad para la inoculación de las cepas E. 
sp. 2.14-M y E. sp. 1.24-M de forma independiente. Los suelos fueron 
inoculados con 30 ml de la suspensión bacteriana (recuento en placa de 1X108 
UFC/ml). El suelo inoculado fue homogenizado y transferido a macetas a las 
cuales se le agrego 70 gramos de suelo. Los controles fueron regados con 
agua destilada estéril en lugar del inocula. Los ensayos se mantuvieron bajo 
condiciones de ambiente controlado con temperatura de 28 0C, humedad 
relativa, 55-60% y 12 horas luz /12 horas oscuridad. El ensayo se mantuvo por 
60 días y se tomaron muestras al día 0, 7, 15, 30, 45 y 60 días, en cada 
muestreo se tomó 1 gramos de suelo aproximadamente y se agregó 9 ml de 
PBS 1X estéril. Posteriormente se tomó una alícuota de las soluciones y se 
realizó diluciones seriadas. Las diluciones fueron sembradas en medio LB-
agarizado con rifampicina (100mg/ml) e incubadas a 28 0C por 24 horas, 
posteriormente se realizó el recuento en placa de las colonias recuperadas de 
los suelos inoculados y los respectivos controles (suelos sin inocular). 
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2.11 Ensayos de microcosmos en cámara de plantas 
2.11.1 Ensayos de inoculación en tomate, trigo variedad y alfalfa 
Se realizaron ensayos de inoculación de las cepas E. sp. 1.24 y E. sp. 1.24 en 
plantas de tomate, trigo y alfalfa para determinar la capacidad de promoción de 
crecimiento y sus efectos en las variables fisiológicas evaluadas. Las semillas 
fueron desinfectadas superficialmente con 70% de alcohol durante 2 minutos 
seguido de un lavado con agua estéril e inmersión en hipoclorito de sodio al 3% 
durante 5 minutos, finalmente se realizaron tres lavados con agua estéril.Las 
semillas fueron germinadas sobre papel de filtro húmedo, e incubadas (6 días 
para tomate, 4 días para trigo y 3 días para alfalfa) a 28° C en oscuridad. Luego 
de la germinación las plántulas fueron transferidas a macetas con capacidad de 
un 1 litro, conteniendo una mezcla de perlita y arena en una proporción 3/1 
respectivamente. 
 
Tabla 10: Tratamientos utilizados en ensayos de supervivencia en suelo 
Localidad  Tratamiento 
Junín Suelo inoculado con E. sp. 2.14-M 
Junín Suelo inoculado con E. sp. 1.24-M 
Junín Control 
Pergamino Suelo inoculado con E. sp. 2.14-M 
Pergamino Suelo inoculado con E. sp. 1.24-M 
Pergamino Control 
Ferré Suelo inoculado con E. sp. 2.14-M 
Ferré Suelo inoculado con E. sp. 1.24-M 
Ferré Control 
 
 Los ensayos se mantuvieron bajo condiciones de ambiente controlado descrita 
anteriormente. Las plantas fueron regadas con agua destilada y fertilizadas dos 
veces en la semana con solución de Fåhraeus [197]. El ensayo comprendió los 
siguientes tratamientos: plantas control (sin inoculación), plantas inoculadas 
con cepas E.sp.2.14 y plantas inoculadas con cepa E.sp.1.24, cada tratamiento 
contiene 3 réplicas (15 plantas por replica). 5 días post-emergencia las plantas 
fueron inoculadas con las cepas con 1ml/maceta en una concentración de 
1X108 UFC/ml. Las plantas control fueron regadas con agua estéril, los ensayos 
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se mantuvieron por 45 días post-inoculación. Las características determinadas 
para evaluar la promoción de crecimientos fueron: diámetro de tallo, longitud de 
raíz, altura de plantas, peso seco raíz y parte aérea. 
 
2.13.2 Evaluación de capacidad de fijación de nitrógeno de las cepas en 
asociación con tomate 
Con el fin de evaluar la capacidad de las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 para 
proporcionar a las plantas de tomate, nitrógeno a través de la fijación biológica 
se realizó el ensayo que se describen a continuación. La desinfección de 
semillas, germinación, crecimiento, inoculación, condiciones de ambiente 
controlado, riego y fertilización fueron según el procedimiento descrito 
previamente. La solución de Fåhraeus [197] utilizada en el ensayo es carente 
de compuestos nitrogenadas a excepción de control con nitrógeno. Los 
tratamientos utilizados fueron: plantas control sin nitrógeno (Co-N), plantas 
control con nitrógeno (Co+N), plantas inoculadas con la cepa E.sp.2.14 
(E.sp.2.14) y plantas inculcadas con cepas E.sp.1.24 (E.sp.1.24). Cada 
tratamiento tiene tres replicas (15 plantas por replica), el ensayo se mantuvo 
por 45 días post-inoculación y se evaluó: longitud de raíz, diámetro de tallo, 
altura de planta, pesos seco parte aérea, raíz y contenido de N, P, K, Ca y Mg 
en tejido. 
Para la determinación de nitrógeno total en tejido se utilizó el método semi-
micro Kjeldahl, la determinación de fósforo se utilizó el método Murphy-Riley, la 
determinación potasio se utilizó el método de fotometría de llama y calcio, 
magnesio con el método de complejometria con EDTA [199],[200][201].  
2.13.3 Ensayos de evaluación de capacidad de solubilizar fósforo de las 
cepas en asociación con tomate 
Con el propósito de evaluar la capacidad de las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 
para solubilizar fosforo y proporcionar a las plantas de tomate, realizo en 
siguiente ensayo. La desinfección de semillas, germinación, crecimiento, 
inoculación, condiciones de ambiente controlado, riego y fertilización fueron 
según el procedimiento descrito previamente. La solución de Fåhraeus utilizada 
es carente de fuentes de fósforo a excepción del control con fósforo soluble. La 
fuente de fósforo insoluble utilizada fue fosfato tricálcico Ca3 (PO4)2, agregando 
Tesis Doctoral  Material Y Métodos Efren V. Ramos C. 
67 
 
12mg por maceta (en el momento de transferir las semillas germinadas a 
macetas). Los tratamientos fueron: plantas control sin fosforo (Co-P), plantas 
control con fosforo soluble (Co+Ps), plantas control con fosfato tricálcico 
(Co+Pi), plantas inoculadas con la cepa E.sp.2.14 más fosfato tricálcico 
(E.sp.2.14+Pi) y plantas inculcadas con cepas E.sp.1.24 más tricálcico 
(E.sp.1.24+PI). Cada tratamiento tiene tres replicas (15 plantas por replica), el 
ensayo se mantuvo por 45 días post inoculación y las variables biométricas 
evaluadas fueron longitud de raíz, diámetro de tallo, altura de planta, peso seco 
y parte aérea y raíz. En el momento de la cosecha de las plantas se tomó la 
hoja 3 (contando de la parte inferior a superior) para la determinación de 
fosforo en tejido y nitrógeno de tejido utilizando los métodos mencionado 
anteriormente. 
Los datos generados de los diferentes ensayos fueron sometidos a un análisis 
de varianza (ANOVA) con el software Infostat versión 2014, sus medias se 
contrastaron con el test de Tukey utilizando una insignificancia del 5% 
(P≤0,05). 
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CAPÍTULO III 
Caracterización de las cepas E. 
sp. 2.14 y E. sp. 1.24, en sus 
capacidades PGPR y 
rizocompetencia 
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Ciertas propiedades biológicas identificadas como características propias de 
las PGPR han sido asociadas a actividades bioquímicas y fisiológicas de los 
microorganismos. En este capítulo se describen, los resultados de la 
determinación de actividades de un conjunto de esas propiedades biológicas 
en las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24. Además, como complemento de los 
estudios mencionados se describen los resultados de las evaluación del efecto 
de la inoculación de tomate en medio libre de suplementación exógena de 
compuestos nitrogenados y de fosfato tricálcico.  
Objetivos  
 Evaluar la capacidad de las cepas E.sp. 2.14 y E.sp. 1.24 para expresar 
funciones benéficas para la planta y características de la 
rizocompetencia. 
Objetivos específicos 
 Evaluar las capacidades de fijación de nitrógeno, producción de ACC 
desaminasa, solubilización de fósforo, inhibición in vitro del fitopatógeno. 
  Evaluar la capacidad de formación de biofilm y la actividad de enzimas 
extracelulares. 
Tesis Doctoral  Capítulo III Efren V. Ramos C. 
71 
 
3. Resultados y Discusión 
3.1. Determinación de fijación biológica de nitrógeno 
Con el fin de investigar la portación de secuencias nif en el genoma de las 
cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 y por lo tanto su potencialidad para fijar nitrógeno, 
se encararon tres ensayos: 1- la amplificación del gen nifH mediante PCR; 2- la 
evaluación del crecimiento bacteriano en un medio de cultivo libre de nitrógeno 
(NFb), y 3- evaluación del crecimiento de tomate inoculado con las cepas, 
sobre un sustrato carente de compuestos nitrogenados exógenos. A 
continuación se presentan los resultados siguiendo la secuencia de objetivos. 
Los resultados obtenidos mediante PCR mostraron un producto del tamaño 
esperado de 359 pb correspondiente al fragmento del gen nifH (Figura 16), lo 
cual indicaría que las cepas poseen genes nif.  
 
Figura 16. Reacción de PCR usando oligonucleótidos específicos para amplificar el gen 
nifH. Corrida electroforética del producto PCR del gen nifH de las cepas E.sp.2.14 (calle 1) y 
E.sp.1.24 (calle 2) en gel de agarosa/ bromuro de etidio. El producto de PCR de 359 pb se 
remarca con un círculo. (+) indica el control positivo DNA de Azospirillum vinelandii. La flecha 
señala la banda de 500pb del estándar de tamaño molecular (MPM) de 100pb (PB-L Productos 
Bio-Lógicos ®).  
 
Por otro lado, el ensayo de crecimiento en medio NFb, nos permitió observar 
desarrollo celular después de 24 horas de incubación (Resultados no 
mostrados). Este resultado mostrando crecimiento en un medio libre de 
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nitrógeno fijado, indicaría que la nitrogenasa es funcional en las cepas, con un 
nivel de actividad suficiente para sostener el desarrollo bacteriano.  
Para evaluar el crecimiento de tomate inoculado con las cepas e incubadas en 
un medio libre de nitrógeno exógeno se utilizaron dos grupos de plantas como 
controles, un grupo fue incubado sin el agregado de compuestos nitrogenados 
(Co-N) y el otro fue incubado en medio suplementado con nitrógeno (KNO3 
8mM) (Co+N). El grupo de plantas experimentales fueron inoculadas con las 
cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24, respectivamente, e incubadas en el sustrato libre 
de nitrógeno exógeno. Se evaluaron parámetros de crecimiento, biomasa y 
contenido foliar de N, P, K, Ca y Mg. 
El aspecto de las plantas control y las plantas inoculadas con las cepas, 
evidenciaron síntomas de deficiencia nutricional tales como clorosis en hojas y 
nervaduras, menor área foliar, un menor sistemas radicular y un reducido vigor 
de las plantas (Figura 17 panel A-B). Estos resultados fueron confirmados con 
el análisis foliar, encontrando que el nivel de nitrógeno en el control e 
inoculadas se encuentran en el rango 0.7% y 1.05 %, mientras, que en las 
plantas crecidas en medio suplementado con nitrógeno fue del 3% (Figura 19, 
panel A). Esto indicaría que la deficiencia aparente comprende al menos al N. 
  
Figura 17. Plantas de tomate crecidas en ausencia de nitrógeno e inoculadas con las 
cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24. A: Plantas representativas del ensayo. B: Raíces con los 
diferentes tratamientos. De izquierda a derecha planta inoculada con cepas E.sp.1.24 
(E.sp.1.24-N), inoculada con cepa E.sp.2.14 (E.sp.2.14-N), planta control sin nitrógeno (Co–N) 
y planta control con nitrógeno (Co+N). 
 
En la Figura 18 se presentan los resultados de la evaluación de variables 
fisiológicas indicadoras de crecimiento tales como: altura de planta, diámetro 
de tallo, longitud de raíz y peso seco de parte aérea y raíz. Estas variables 
fueron tomadas como referencia para evaluar la capacidad de promoción de 
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crecimiento de las cepas en asociación con tomate en situación de deficiencia 
de nitrógeno. Tomando en su conjunto a los parámetros de crecimiento, 
encontramos que la respuesta más alta con significancia estadística fue en las 
plantas del grupo control suplementado con nitrógeno, seguido de los 
tratamientos inoculados. Los aumentos registrados en todos los indicadores de 
crecimiento, presentaron diferencias significativas (P ≤ 0.05) respecto al control 
sin nitrógeno.  
Cuando se compararon los tratamientos inoculados, no se identificaron 
diferencias significativas entre las cepas, a excepción de la variable longitud de 
raíz donde la inoculación con E.sp. 1.24 registró la mejor respuesta.  
En las plantas inoculadas se registraron los siguientes aumentos respecto al 
control sin nitrógeno, para E.sp.2.14 y E.sp.1.24 respectivamente: altura de 
planta 8,5% y 6,4%, diámetro de tallo 11,6% y 10,7%, longitud de la raíz 29,3% 
y 56%, peso seco parte área 6% y 7,7% y peso seco de raíz 21,2% y 15,3%. 
Estos resultados indican que la inoculación tiene efectos positivos sobre el 
crecimiento de tomate, disminuyendo los efectos que provoca la deficiencia de 
nitrógeno. 
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Figura 18. Efecto de la inoculación con las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 sobre el 
crecimiento de tomate. En A se muestran los valores de altura de planta, B valores de 
diámetro de tallo, C evaluación de la variable longitud de raíz, en D y E peso seco de la parte 
aérea y raíz respectivamente peso. Se aplicó la prueba de Tukey en las diferentes variables, 
las letras (a, b, c) indican diferencias significativas entre los tratamientos (P ≤ 0.05) y las letras 
(b, b) indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos. Control-N (plantas sin 
aplicación de nitrógeno exógeno), Control+N, Control con aplicación de nitrógeno exógeno, y 
plantas inoculadas con las cepas E.sp.1.24- E.sp.2.24 sin aplicación de nitrógeno exógeno 
respectivamente. 
En la Figura 19 se muestran los valores del análisis foliar de N, P, K, Ca y Mg. 
Detectamos cambios significativos en los niveles de P, K en el control con 
nitrógeno comparado con control sin nitrógeno, mientras que los tratamientos 
inoculados no registraron diferencia significativas en comparación al control sin 
nitrógeno (Figura 19 panel B-C). Los niveles de Ca y Mg no mostraron 
diferencias significativas entre el control con nitrógeno y las plantas inoculadas 
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en medio sin agregado de compuestos nitrogenados, mientras que aumentaron 
significativamente en el control sin nitrógeno. El aumento de Ca y Mg en las 
plantas control sin nitrógeno quizás se debió a un desbalance fisiológico por el 
estrés provocado por la limitación de nutrientes nitrogenados. 
 
Figura 19. Niveles del contenido de N, P, K, Ca y Mg en hoja de tomate. Los paneles A, B, 
C, D y E muestran respectivamente los valores porcentuales de Nitrógeno (N), Fósforo (P), 
Potasio (K), Calcio (Ca) y Magnesio (Mg). Las barras representan la desviación estándar. Se 
aplicó la prueba de Tukey, las letras (a, b) indican diferencias significativas (P ≤ 0.05) y las 
letras (a, a) indican diferencias no significativas (P ≤ 0.05). 
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Lin et al. (2012) [202] muestran que cepas del género Enterobacter sp aisladas 
de caña de azúcar fueron inoculadas en la etapa inicial del cultivo de caña de 
azúcar, resultando en la contribución del 20% del nitrógeno requerido para el 
desarrollo de las plántulas en la primera etapa vegetativa. Además, 
aumentaron la biomasa y el crecimiento.  
En nuestros ensayos observamos un aumento en los parámetros de 
crecimiento y peso seco que podría ser atribuido a la capacidad de las cepas 
para fijar nitrógeno y proporcionarlo a la planta. Sin embargo, el análisis foliar 
nos indicó que el aumento en el porcentaje de nitrógeno no fue significativo con 
respecto al control no inoculado, por lo que proponemos, que el crecimiento y 
aumento de la materia seca observada en las plantas de tomate en sustrato 
carente de nitrógeno se debe a otra actividad PGPR o a un conjunto de 
actividades PGPR de las cepas tales como fitohormonas, solubilización de 
fosforo etc, que provocan acumulación de materia. También podemos 
especular que la técnica utilizada para la determinación del nitrógeno en hojas 
no tiene la suficiente sensibilidad para poder cuantificar niveles relativamente 
bajos de aumento del nitrógeno producto de la fijación bilógica de nitrógeno. 
Podemos concluir que aunque la inoculación de tomate con las cepas en medio 
libre de nitrógeno exógeno se encontró asociada al aumento de los parámetros 
de crecimiento vegetal y de biomasa, el nivel de respuesta en crecimiento no 
alcanza al de las plantas crecidas sobre un medio suplementado con nitrógeno. 
3.2 Determinación de actividad ACC desaminasa 
El etileno es una de las respuestas de las plantas a situaciones de stress 
ambiental, tanto biótica como abiótica. En relación con este mecanismo, la 
actividad ACC desaminasa que se encuentra en algunas bacterias con 
características PGPR, degrada el precursor de la síntesis del etileno (1-
aminocyclopropane-1-carboxylate), y así participa en el mantenimiento del nivel 
fisiológico aceptable para la sobrevivencia de la planta [44], [203]. Teniendo en 
cuenta este rol hallado en las bacterias PGPR se evaluó la actividad ACC 
desaminasa en las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24. Para ello se utilizó el protocolo 
descripto por Penrose y Glick (2003) [196] consistente en la cuantificación de α-
cetobutirato resultante del clivaje del ACC. Los resultados mostraron que la 
cepa control positivo produjo 0,7 nmoles de α-cetobutirato mientras que las 
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cepas E.sp. 1.24 y E.sp. 2.14 exhibieron niveles de actividad muy bajos o 
indetectables (0,04 nmoles/h proteína), lo que demostraría que las cepas no 
expresan actividad de ACC desaminasa. Dado que la capacidad de promoción 
puede darse por diferentes mecanismos (fitohormonas, fijación de N, ACC 
desaminasa etc.), podemos inferir que en el caso de nuestras cepas es 
probable que la actividad ACC desaminasa no participe en la promoción de 
crecimiento vegetal, aunque encontramos necesario confirmar este resultado 
con evidencias provenientes de medidas in vivo. 
3.3 Determinación de la actividad de enzimas líticas 
Se ha informado sobre la participación de ciertas enzimas líticas en el proceso 
de colonización de diferentes órganos de las plantas y en el control biológico 
contra patógenos [91], [204]–[207]. Considerando que se trata de exo-enzimas 
aplicamos un protocolo relativamente simple y de rápida realización para 
determinar las actividades de las enzimas líticas, algunas participan 
degradando pared de las hifas de hongos patogénicos mientras que otras 
degradan pared celular. 
Las cepas fueron crecidas en medio LB hasta 1.4 U de DO600. Luego se tomó 
una alícuota de 20µL de esta suspensión bacteriana que se sembró en cada 
uno de los medios especializados para revelar las respectivas actividades 
enzimáticas. La composición de los diferentes medios de cultivos y los 
reactivos usados fueron descritos en Materiales y Métodos. A continuación se 
presenta una breve descripción de las características observables visualmente 
en estas determinaciones:  
Celulasas: se observa un halo claro alrededor de la colonia, que se diferencia 
del color marrón del medio de cultivo.  
 Pectinasas: se observa la decoloración del medio de cultivo alrededor de la 
colonia en el momento que se colocan los reactivos para revelar la actividad.  
Lipasas: se observa la aparición de un precipitado alrededor de la colonia 
debido a la combinación entre Ca+2 y los ácidos grasos liberados por la 
hidrólisis, formándose monoesqueleto de calcio. 
Amilasas: se observa la formación de un halo transparente alrededor de la 
colonia, contra un fondo del medio color azul/violeta.  
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Proteasas: se observa un halo transparente alrededor de la colonia, lo cual 
indica hidrólisis de la caseína.  
Las determinaciones de las actividades se presentan en la Figura 20. Los 
resultados del screening no mostraron actividad in vitro de celulasas, 
pectinasas, lipasas, proteasas y amilasas. Para confirmar este resultado se 
ensayaron variaciones en la concentración del inóculo inicial, las cuales 
resultaron nuevamente negativas. 
 
Figura 20. Screening de actividades enzimáticas de las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24. (+): 
Control positivo Bacillus sp; (-): Control negativo Pantoea sp. 
 
Estas enzimas han sido indicadas como protagonistas en el proceso de control 
biológico, teniendo en cuenta su actividad hidrolítica de pared de hongos y en 
su participación en el proceso de colonización de los tejidos internos de la 
planta mediada por las enzimas celulasas y pectinasas [89], [208], [209] . Nos 
resultó llamativo encontrar que nuestras cepas no expresan las actividades de 
enzimas líticas habiendo observado actividad PGPR en las mismas. Teniendo 
en cuenta que se ha descrito actividad en miembros del genero Enterobacter, 
nuestros datos invitan a especular que el patrón de expresión in vitro e in vivo 
en asociación con la planta podrían ser distintos, y/o alternativamente sugiere 
que en el proceso de control biológico podrían estar actuando otros factores 
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aún ignorados como pueden ser la antibiosis o la producción de la enzimas 
quitinasas. Sin embargo, es válido referirse a lo descrito por Ahmad et al. 
(2013) [204] y Rodriguez et al. (2016) [210], en cuyos trabajos también 
encuentran que entre los aislamientos de caña de azúcar, tienen un grupo 
predominante que proviene de la rizosfera y que mostraron actividades líticas 
nulas en el screening. Contrariamente, el otro grupo de aislamientos con 
bacterias caracterizadas como endofíticas observaron resultados positivos en 
el ensayo de las actividades líticas. Algunos de los aislamientos con resultados 
de actividad nula fueron asignados filogenéticamente al género Enterobacter 
[204]. 
 
3.4 Evaluación de antagonismo in vitro 
Con el propósito de evaluar la capacidad de las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 
para antagonizar el desarrollo de microorganismos fitopatógenos, se realizó un 
ensayo in vitro usando el hongo Bipolaris sorokiniana, el cual es patógeno para 
trigo y otros cultivos. Se utilizó el siguiente protocolo: Las cepas fueron 
incubadas a 28 0C en medio LB con agitación, hasta alcanzar 1,4 U de DO600. 
El hongo patógeno fue crecido sobre medio Agar Papa Dextrosa (PDA). Las 
placas PDA fueron divididas virtualmente en 3 sectores, en el centro de cada 
uno de estos sectores se depositaron 20μL de suspensión bacteriana y se 
incubó a 28 0C por 24 horas, a continuación se incorporó el patógeno en el 
centro de la caja de Petri, depositando un taco extraído del cultivo fúngico. 
Paralelamente se realizaron controles consistentes en placas inoculadas con 
solo el hongo.  
Los resultados se presentan en la Figura 21. Se observó que en ausencia de 
bacterias, el desarrollo del hongo cubrió la caja, mientras que en las otras dos 
cajas que fueron inoculadas con las cepas, se pudo observar que el desarrollo 
fúngico estuvo restringido a la parte central e inhibido en las proximidades del 
desarrollo bacteriano, indicando que las cepas detienen el crecimiento del 
hongo revelándose como un halo de inhibición. Esta imagen se corresponde 
con una actividad antagónica de las cepas al crecimiento fúngico. 
Comparativamente, la inhibición por la cepa de E.sp.2.14 resultó mayor a 
E.sp.1.24.  
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Figura 21. Prueba de antagonismo in vitro entre el hongo Bipolaris sorokiniana y las cepas 
E.sp.2.14 (A), E.sp.1.24 (B). En C, control hongo patógeno sin presencia de las cepas. Las 
flechas indican los puntos de inoculación con las cepas.  
Esta característica de las cepas de actuar in vitro como inhibidor del desarrollo 
fúngico es congruente con los datos reportados en la literatura los cuales 
indican que el género Enterobacter tiene capacidad de antagonizar el 
desarrollo fúngico [211], [212]. Este resultado es promisorio para el potencial 
uso de nuestras cepas como biocontrolador. Sin embargo es sabido que no 
siempre este resultado in vitro correlaciona con el biocontrol en condiciones 
naturales. Una diversidad de factores ambientales regulan la producción de 
metabolitos antifúngicos por lo cual es posible también que el perfil de 
expresión de este carácter no sea igual en las condiciones in vitro y naturales. 
3.5 Evaluación de las cepas en su capacidad de solubilizar fósforo 
asociadas con tomate  
Con el propósito de evaluar el efecto de la inoculación sobre el crecimiento de 
tomate en un medio con fosforo insoluble (fosfato tricálcico) como única fuente 
de fósforo, se realizó el siguiente ensayo:  
a) Plantas control: 1- carentes de fósforo (Co-P), 2- con fósforo asimilable 
(Co+Ps) suplementado con KH2PO4 0.7M y Na2HPO4 0.84M, 3- con fósforo 
insoluble (Co+Pi), suplementado con fosfato tricálcico (Ca3 (PO4)2) 
 b) Plantas experimentales en medio suplementado con fosfato tricálcico e 
inoculadas separadamente con las cepas E.sp.2.14 (E.sp.2.14+Pi) y E.sp.1.24 
(E.sp.1.24+Pi).  
Se evaluaron cuantitativamente las siguientes características de las plantas: 
altura de planta, diámetro de tallo, longitud de raíz, peso seco y niveles de N y 
P en tejido foliar.  
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El aspecto externo de las plantas se muestra en la Figura 22, mientras que los 
datos cuantitativos de los parámetros de crecimiento se muestran en la Figura 
23. Los mayores aumentos se registraron en las plantas control que se 
desarrollaron en el soporte con fósforo asimilable (Co+Ps). Por el contrario, las 
plantas control incubadas en medio carente de fósforo, exhibieron los valores 
más bajos. 
 
Figura 22. Ensayo de inoculación de tomate con las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24, en 
medio suplementado con fosfato tricálcico. Las fotografías muestran plantas 
representativas del ensayo: Panel A: A los 12 días PI; Panel B: a los 20 días PI; Panel C: 25 
días PI; Panel D: 35 días PI. Abreviaturas: Co–P, plantas tratamiento control sin fósforo, Co+Ft, 
plantas control con fosfato tricálcico, Co+P, plantas control con fósforo asimilable, 
E.sp.2.14+FT, plantas inoculadas con E.sp.2.14 más fosfato tricálcico), E.sp.1.24+FT, plantas 
inoculadas con E.sp.1.24 más fosfato tricálcico. 
  
El aumento de altura de planta fue estadísticamente significativo en los 
tratamientos Co+Ps, Co+Pi y en los tratamientos inoculados con las cepas con 
respecto al Co-P. La inoculación con las cepas mostró estimulación sobre la 
altura de planta con aumentos significativos del 67% en la cepa E. sp 2.14 y 
32% cepa E.sp. 1.24, comparadas con Co+Pi.  
El aumento del diámetro de tallo, fue significativo en las plantas inoculadas con 
E.sp.2.14 (35%) respecto al Co+Pi, por el contrario, no resultó estadísticamente 
significativo el aumento del 4.5% en el grupo de plantas inoculadas con la 
E.sp.1.24. 
La longitud de raíz no mostró diferencias significativas entre los diferentes 
tratamientos, ni con Co-P.  
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El peso seco de las plantas inoculadas en medio con fosfato tricálcico mostró 
aumento significativo con respecto Co+Pi y el aumento fue: E.sp.2.14 peso 
parte aérea 91% y en raíz aumento 28,5% y en las plantas inoculadas con la 
cepa E.sp.1.24 aumentó un 20% y 4,5% respectivamente. Este resultado indica 
que la inoculación está asociada al aumento de peso seco cuando la planta se 
desarrolla sobre un soporte cuya forma de fósforo es la insoluble. Se observó 
que la respuesta del tratamiento inoculado con la cepa E.sp.2.14 es superior al 
tratamiento inoculado con la cepa E.sp.1.24 (Figura 23 panel D y E). 
En síntesis, las plantas en un soporte con fósforo insoluble como única fuente e 
inoculadas con los aislamientos, presentaron aumentos en las variables de 
crecimiento, esto indicaría que también en el cultivo de tomate la inoculación 
con nuestras cepas se expresa la capacidad para solubilizar y asimilar fósforo, 
la cual fuera demostrada para poroto en los ensayos in vitro reportados por 
Collavino et al (2010) [46]. Nuestros resultados amplían el espectro de plantas 
que son beneficiadas por la capacidad solubilizadora de las cepas E.sp.2.14 y 
E.sp.1.24. 
Observamos que la respuesta de desarrollo más alta fue registrada en el grupo 
de plantas creciendo sobre medio suplementado con la fuente soluble de 
fósforo, lo cual indicaría que la capacidad de promoción de crecimiento de las 
cepas con fosfato tricálcico, no alcanza a satisfacer las demandas de tomate. 
Los resultados del análisis foliar mostraron un aumento estadísticamente 
significativo en el contenido de nitrógeno en las plantas inoculadas con las 
cepas respecto al Co+Pi (Figura 24-A). Contrariamente en los tratamientos 
Co+Pi y Co-P exhibieron una disminución significativa en el contenido de 
nitrógeno con respecto a las plantas inoculadas y el tratamiento Co+Ps (Figura 
24-A). Estos resultados estarían sugiriendo que las cepas al provocar el 
aumento del aparato radical, indirectamente estimularían una mayor absorción 
de compuestos nitrogenados hacia los tejidos efecto que acompañarían 
sinérgicamente a la solubilización y asimilación de P mediado por las PGPRs. 
Por otra se ha reportado que las auxinas (AIA) estimulan un mayor crecimiento 
de la raíces, mayor número de raíces secundarias y mayor longitud de pelos 
radicales lo que conlleva un aumento de la absorción de los nutrientes del 
suelos y ayuda a un mejor crecimientos de la planta [50], [51], [213]. Nuestras 
cepas tienen capacidad de producir AIA in vitro [46] y posiblemente esta 
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actividad se esté dando en su asociación con tomate, la cual estaría 
modificando la morfología de la raíz para aumentar la absorción de nitrógeno y 
otros nutrientes.  
 
 
Figura 23. Efecto de inoculación de tomate con las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 en medio 
con fosfato tricálcico. Se evaluó: Altura de plantas (A); Diámetro de tallo (B); longitud de raíz 
(C), peso seco parte aérea (D) y raíz (E). Se aplicó la prueba de Tukey; las letras diferencias 
significativas (p≤0.05). Las abreviaturas: Co-P, plantas tratamiento control sin fósforo; Co+Pi, 
plantas control con fosfato tricálcico; Co+Ps, plantas control con fósforo asimilable, 
E.sp.2.14+Pi plantas inoculadas con la cepa E.sp.2.14 más fosfato tricálcico; y E.sp.1.24+Pi, 
plantas inoculadas con la cepa E.sp.1.24 más fosfato tricálcico. 
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Los tratamientos Co+Pi y Co-P exhiben un menor contenido de nitrógeno, una 
posible explicación es que el efecto de la limitación de fósforo se extiende a la 
asimilación de nitrógeno afectando su nivel en hoja. Reich et al. (2009) [214] 
indicaron que en los ecosistemas y los suelos con disponibilidad limitada de 
fósforo, la disponibilidad y asimilación de nitrógeno pueden resultar afectadas 
negativamente. 
Con respecto al contenido foliar de fósforo, se observó que el tratamiento Co+P 
exhibe el mayor contenido, mientras Co-P presenta la menor acumulación de 
fósforo. Las plantas de los tratamientos inoculados con las cepas, creciendo 
sobre fosfato tricálcico, registraron un aumento del 10% del fósforo en tejido, 
pero sin significancia estadística respecto al no inoculado (Figura 24 B).  
 
Fig
ura 24. Niveles foliares de N y P en tomate. Los gráficos de los paneles A y B muestran los 
niveles en porcentaje de Nitrógeno (N) y Fósforo (P) en tejido respectivamente. Se aplicó la 
prueba de Tukey, las letras (a, b y c) indican diferencias significativas entre los tratamientos (P 
≤ 0.05) y las letras (b, b) indican diferencias no significativas entre tratamientos (P ≤ 0.05). Las 
barras de color negro representan la desviación estándar de los tratamientos. Las abreviaturas 
Co-P (plantas tratamiento control sin fósforo), Co+Pi (plantas control con fosfato tricálcico), 
Co+Ps (plantas control con fósforo asimilable, E.sp.2.14+Pi (plantas inoculadas con la cepa E. 
sp.2.14 más fosfato tricálcico) y E.sp.1.24+Pi (plantas inoculadas con la cepa E.sp.1.24 más 
fosfato tricálcico). 
3.6 Formación de biofilm 
Se ha propuesto que la colonización eficiente de las raíces de las plantas es 
una cualidad deseable para lograr un comportamiento éxitoso en prácticas 
agrícolas y protección del sistema radical a patógenos [215], [216]. Esta 
colonización implica el desarrollo bacteriano para formar microcolonias o 
biofilms [217]. Lo expuesto anteriormente nos generó el interrogante si las 
cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 tienen la capacidad de formar biofilm. Como una 
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primera aproximación encaramos en esta sección la respuesta examinando la 
formación de biofilm sobre superficies abióticas.  
Para evaluar la formación de biofilm aplicamos dos estrategias experimentales : 
1- caracterización cuantitativa del biofilm formado en superficies abióticas 
(vidrio y poliestireno) en medio de cultivo LB mediante la técnica de tinción con 
cristal violeta [193]; 2- caracterización cualitativa del biofilm mediante técnica 
de microscopía de escaneo láser confocal [194].  
Usando tubos de ensayo de vidrio, se evaluó la adhesión del desarrollo 
bacteriano de E.sp.2.14 y E.sp.1.24, y del control B. tropica, a distintos tiempos 
de incubación, mediante la tinción con cristal violeta. Esto permitió observar la 
tinción de la biomasa adherida a las paredes del tubo, en particular un marcado 
incremento de color a las 12 hs (Figura 25-A). Este período de 12 horas, fue 
tomado como tiempo satisfactorio para examinar y revelar la adhesión de las 
bacterias a la superficie abiótica. Encontramos que las dos cepas ensayadas 
tienen capacidad de formar biofilm en la zona de la interface aire-liquido (Figura 
25). La formación de biofilm por parte de las cepas E.sp.1.24 y E.sp.2.14 
también la observamos sobre otra superficie abiótica que fue poliestireno, 
encontrando resultados similares a los de la superficie de vidrio (Figura 25-B). 
Además, a las 72 horas, la cepa E.sp.1.24 formó un precipitado observable en 
la base del tubo, que no fuera observado en el control positivo ni en la cepa 
E.sp.2.14 (Figura 25-D) 
 
Figura 25. Biofilm formado por cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 sobre superficies inertes (A, C y D 
vidrio y B poliestireno). En A y B biofilm a las 12 hs, C biofilm 24 hs y D 72 horas de incubación 
a 28 0C. Las flechas color rojo marcan el biofilm formado en la interface aire-líquido y la flecha 
color negro marca el precipitado formado por la cepa E.sp.1.24 en la base del tubo a las 72 
horas. 
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Por otra parte, se cuantificó espectrofotométricamente el biofilm a las 24 horas, 
mostrando la cepa E.sp.1.24 mayor acumulación de biofilm, siendo 
estadísticamente significativo con respecto al control positivo de biofilm y a la 
cepa E.sp.2.14 (Figura 26). La cepa E.sp.2.14, no presentó diferencias 
estadísticamente significativas con respecto al control  
 
Figura 26. Evaluación cuantitativa de biofilm por las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24. La 
determinación de DO, se realizó a las 24 hs de incubación en medio de cultivo LB. (+) Control 
positivo Burkholderia tropica; Co, control negativo medio LB 
 
Podemos concluir que las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 tienen la capacidad de 
desarrollar biofilm sobre las superficies de poliestireno y vidrio, por lo que se 
puede especular que esta característica podría favorecer la colonización de las 
raíces y proteger al sistema radical contra ataques de patógenos [76], [218]–
[220]. La característica de formación biofilm es deseable en las bacterias PGPR 
que se inoculan en el suelo ya que el biofilm las protegería de condiciones 
ambientales adversas tales como alta salinidad, concentraciones de taninos, 
pH acido o alcalino, metales pesados, la depredación de las lombrices de tierra, 
competencia por las poblaciones nativas del suelo [221], y resistencia a 
protozoos [222].  
3.6.1 Evaluación de la formación de biofilm por microscopía  
Para estudiar por microscopia la formación de biofilm, se realizaron ensayos 
sobre portaobjetos de vidrio parcialmente sumergidos en medio de cultivo LB 
inoculado separadamente con las cepas E.sp.2.14-GFP y E.sp.1.24-GFP. 
Seleccionando una banda de emisión entre 504-550 nm correspondiente a la 
Tesis Doctoral  Capítulo III Efren V. Ramos C. 
87 
 
longitud de onda de emisión de la GFP se observaron selectivamente las 
bacterias marcadas formando el biofilm. La utilización de cepas que expresan 
el marcador GFP facilitó su detección. 
A las 12 horas de incubación se observaron bacterias fluorescentes adheridas 
a la superficie, exhibiendo en la interface liquido-aire formaciones asimilables a 
estructuras organizadas (Figura 27 A y D); a las 24 hs (Figura 27 panel B-C) se 
observaron agrupaciones formadas por una mayor cantidad de bacterias, y con 
un ordenamiento mayor. No fue posible distinguir a las bacterias en forma 
individual ya que se encontraban inmersas en material denso extracelular que 
se puede interpretar corresponda a la matriz del biofilm. A las 72 hs las 
bacterias se encontraron formando agregados en la matriz del biofilm (Figura 
27 panel E-G). 
 
Figura 27. Imágenes de Confocal de cepas E.sp.2.14-GFP (A, B, C) E.sp.1.24-GFP (D, E, 
G) crecida sobre portaobjetos sumergidos parcialmente por 12 hs (A-D), en B-E 24 hs y C-G 72 
hs. Barra: 25 μm.  
 
Se obtuvieron imágenes en diferentes planos a través del eje z imágenes a 
partir de los datos stacks (conjunto de imágenes consecutivas en el eje z) que 
nos permitió capturar los distintos planos del biofilm que fueron útiles para 
visualizar la estructura y el tamaño tridimensional (Figura 28). 
Las imágenes obtenidas después de su procesamiento digital con los 
programas correspondientes se muestran en la Figura 28. A las 24 horas, se 
observaron bacterias adheridas a la superficie de vidrio formando pequeñas 
agrupaciones celulares o microcolonias típicas de la estructura de biofilm, y 
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cuyo espesor fue estimado en 11 y 9,9 μm para las cepas E.sp.2.14-GFP y 
E.sp.1.24-GFP, respectivamente (Fig. 28 A y C). 
72 hs
24hs
C
D
24
72
B
A
 
Figura 28. Imágenes del biofilm obtenidas por microscopía confocal de las cepas E.sp.2.14-
GFP (A, B) y E.sp.1.24-GFP. (C, D). A las 24 horas (A, C), 72 horas (B, D) de cultivo. Plano x-y 
(Izquierda). Reconstrucción volumétrica en 3D de la serie de imágenes tomadas en secciones 
del eje z (stacks en z) (Centro y derecha). Barra: 25 μm.  
 
Mientras que a las 72 hs de incubación, el biofilm se observó estructuralmente 
más complejo y compacto cubriendo la mayor parte de la superficie, con un 
espesor promedio de 14.8μm, para las dos cepas. Estas características se 
corresponden con las de un biofilm maduro.  
Podemos concluir que las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 desarrollan biofilm sobre 
superficies abióticas. Además, haciendo uso de técnicas microscópicas se 
determinó que la complejidad estructural y espesor del biofilm aumentan en el 
tiempo en las 72 horas de incubación.  
A partir de estos resultados encontramos conveniente encarar futuros ensayos 
in vivo inoculando raíces con cepas marcadas, así como la construcción de 
cepas mutantes defectivas, por ejemplo en la producción de exopolisacaridos, 
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para determinar su contribución y rol en la formación de biofilm y 
eventualmente evaluar el efecto sobre la colonización de las raíces por parte de 
las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24. Por otra parte, resulta interesante evaluar si 
esta capacidad de formar biofilm sobre superficies abióticas se extiende 
también a sistemas vivos, y cuál sería el aporte del biofilm en los procesos de 
colonización y protección de los sistemas radicales en cultivos de interés 
agronómico. 
 
3.7 Resumen de actividades PGPR de las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 in 
vitro 
En la Tabla 10 se presentan las propiedades de las cepas E.sp.2.14 y 
E.sp.1.24, listando los datos obtenidos en este trabajo y los reportados 
previamente en los estudios de Collavino et al. (2010) [46].  
Tabla 10. Resumen de las actividades de promoción de crecimientos de las 
cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24  
Actividad Fisiológica Cepa 
E.sp.2.14 
Cepa 
E.sp.1.24 
Solubilizacíon fosfatos* + + 
Producción de ácido indol acético * + + 
Capacidad de fijación de nitrógeno + + 
Actividad de ACC desaminasa - - 
Antagonismo de patógeno Bipolaris 
sorokiniana 
++ + 
Formación de Biofilm + ++ 
Actividad de Celulasas - - 
Actividad de Pectinasas - - 
Actividad de Amilasas  - - 
Actividad de Lipasas - - 
Actividad de Proteasa - - 
(+) Positivo para la actividad fisiológica y (-) indica que no tienen actividad fisiológica 
 * Indica las actividades PGPR reportadas por Collavino et. al (2010) [46]. 
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3.8 Conclusiones 
Con el propósito de identificar actividades PGPR en las cepas E.sp2.14 y 
E.sp.1.24 se demostró que poseen el gen nifH y la nitrogenasa es funcional, 
para sostener el crecimiento de las bacterias en el medio libre de nitrógeno 
exógeno. En ensayos con tomate, la inoculación con las cepas provoca el 
aumento de los parámetros de crecimiento vegetal y biomasa en medio libre de 
nitrógeno exógeno.  
El análisis foliar no reveló mayor nivel de nitrógeno en el caso de la inoculación, 
lo cual indica que el aumento en los parámetros de crecimientos no estarían 
relacionados con la fijación biológica de nitrógeno, probablemente se deba a 
otros mecanismos de promoción de crecimiento que tienen las cepas 
(fitohormonas, ACC desaminasa, solubilización de fosforo etc.).  
Por otra parte, no se detectó in vitro actividad de ACC desaminasa, celulasas, 
pectinasas, lipasas, proteasas y amilasas. Algunas de estas enzimas 
(proteasas) participan en la inhibición directa del crecimiento de las hifas de 
hongos fitopatógeno mientras otras (celulasas, pectinasas) median en el 
proceso de penetración de las bacterias en el interior de los tejidos vegetales. 
Nuestros resultados son interesantes desde varios puntos de vista teniendo en 
cuenta la información que nos es disponible sobre PGPRs y sus mecanismos 
de promoción. Esto sugiere la adopción de precaución al momento de 
extrapolar la validez de resultados de ensayos in vitro con el potencial 
desempeño in vivo de los microorganismos. Teniendo en cuenta que algunas 
enzimas experimentan mecanismos de regulación, podría inferirse que el 
patrón de expresión in vitro e in vivo difieren entre si dependiendo de la 
presencia de inductores de la expresión (caso ACC deaminasa). La presencia 
de determinados componentes en el exudado radical de las diversas especies 
ensayadas en este trabajo puede eventualmente actuar como inductor de 
algunas enzimas, y naturalmente también como sustrato que favorece la 
proliferación en la superficie radical formando biofilm. Es entonces, 
recomendable encarar ensayos inoculando especies vegetales para evaluar la 
respuesta in vivo.  
Por otro lado, se ha informado variabilidad del comportamiento de las PGPRs 
dentro de miembros pertenecientes a una misma especie. Por ejemplo, varias 
cepas de Pseudomonas fluorescens pueden promover el crecimiento vegetal 
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mientras otras cepas no expresan efecto alguno sobre la planta [223]. En 
ensayos descritos por Ahmad et al. (2013) [204] sobre una colección de 
aislamientos filogenéticamente diversos de la rizosfera de maíz que mostraron 
eficiente actividad de PGPR, se encontró que uno de los mismos asignado al 
género Enterobacter sp, resultó negativo en la determinación in vitro de 
actividades líticas. Rodriguez et al. (2016) [210] han reportado resultados 
similares con aislamientos rizosféricos de maíz identificados como Enterobacter 
sp. Se puede especular que el perfil de expresión in vitro de las enzimas 
determinadas en este trabajo, sea divergente del perfil in vivo, y también del 
descrito para algunos aislamientos identificados como pertenecientes al género 
Enterobacter. Por ejemplo, se ha descrito actividad amilasa en cultivos in vitro 
de Enterobacter sp. mientras, que nuestros ensayos resultaron negativos. Esto 
en su conjunto, indicaría que el demostrado efecto PGPR encontrado en 
E.sp.2.14 y E.sp.1.24 resultaría de actividades diferentes a las enzimas 
examinadas, probablemente por la acción combinada de capacidades tales 
como solubilización de fósforo, fijación de nitrógeno, eficiente colonización de la 
superficie radical y formación de biofilm. La identificación y descripción de las 
actividades y los determinantes genéticos de las propiedades benéficas para 
plantas son desafíos actuales. Cuántos y cuáles de los factores bioquímicos y 
genéticos de las PGPRs son requeridos para expresar cualidades promotoras 
de crecimiento vegetal. En un trabajo informado por Bruto et al (2014) [224], 
examinan la presencia de 23 genes señalados como participantes de la 
actividad PGPR en el genoma de 25 especies microbianas PGPR, concluyendo 
que ninguno de los 23 genes son compartidos por todas las diversas especies 
examinadas cuyos genomas están disponibles. Esto sugiere que las PGPRs 
actúan usando distintos mecanismos sea individualmente o resultante de su 
combinación y entendemos que nuestros resultados ilustran esta conclusión. 
El contenido de nitrógeno en los tratamientos inoculados con las cepas en 
sustrato con fosfato tricálcico fue mayor que en el control con fosfato tricálcico, 
este resultado podría estar relacionado con la capacidad de las cepas para 
producir AIA que estimularía un mayor número de raíces secundarias y una 
mayor longitud de pelos radicales [51], [225] lo que conllevaría a aumentar la 
absorción de nutrientes.  
Tesis Doctoral  Capítulo III Efren V. Ramos C. 
92 
 
Se ha mostrado un interés creciente en el uso de biofertilizantes que 
comprenden microorganismos beneficiosos estimulantes del crecimiento de la 
planta de forma “amigable” con el ambiente y que contribuya a la productividad 
del suelo [226]. Sin embargo, teniendo en cuenta los casos que no registran 
respuesta al inóculo microbiano ha limitado su aplicación comercial 
generalizada, muy probablemente se debe a la incapacidad de los inóculos 
para competir exitosamente con la microflora nativa de los suelos y para 
establecerse en la rizosfera [227], [228]. El fracaso a la introducción de 
inoculantes bacterianos podría deberse a la incapacidad de formar biofilms.  
Los biofilms actuarían protegiendo las PGPRs contra condiciones extremas 
tales como alta salinidad, concentraciones de tanino, pH, metales pesados, 
depredación y la competencia con las poblaciones nativas del suelo [229] [222]. 
Podemos concluir que la capacidad de formación de biofilm por las cepas 
E.sp.2.14 y E.sp.1.24 es una característica deseada que les podría dar 
ventajas en la colonización de los tejidos radiculares. 
Podemos concluir que las cepas tienen un gran potencial para ser utilizadas 
como biofertilizantes en cultivos de interés agronómico y esto traería beneficio 
económico ya que se podría reducir la aplicación de agroquímico en los 
agroecosistemas. Estos ensayos son preliminares y necesarios para avanzar 
en una evaluación a campo. 
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CAPÍTULO IV 
Caracterización de la 
asociación de las cepas E. sp. 
2.14 y E. sp. 1.24 con tomate y 
trigo 
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Ciertas propiedades biológicas identificadas como características propias de 
las PGPR están asociadas a la capacidad de colonización de las raíces. En 
este capítulo se describen, los resultados de examinar el tipo de asociación de 
las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 con trigo y tomate en condiciones de asepsia y 
de cultivo en suelos. Además, se muestran los resultados de los ensayos de 
sobrevivencia de las cepas en suelos de la Provincia de Buenos Aires 
Objetivos  
 Caracterizar la asociación de las cepas. E. sp. 2.14, E. sp. 1.24 con 
trigo-tomate y evaluar la sobrevivencia de las cepas en diferentes 
suelos.  
Objetivos específicos 
 
 Investigar la asociación entre las cepas y la planta, mediante técnicas de 
microscopia y dependientes del cultivo. 
  Evaluar la capacidad para colonizar las raíces de plantas crecidas en 
suelo. 
 Evaluar la sobrevivencia de las cepas en suelos de la Provincia de 
Buenos Aires.  
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4. Resultados y Discusión 
4.1 Ensayos de interacción planta-microorganismo 
Se ha propuesto que la falta de respuesta a la inoculación con bacterias PGPR 
generalmente es atribuible a la incapacidad de los microorganismos para 
colonizar eficientemente las raíces de las plantas [153]. Atento a esos 
antecedentes nos propusimos examinar la naturaleza de la asociación de las 
cepas con tomate y trigo aplicando dos criterios de análisis alternativos. Por un 
lado, se evaluó la asociación con plantas de trigo y tomate post-inoculación en 
las condiciones de asepsia descritas en Materiales y Métodos. Por otro lado, en 
experimentos sobre suelo no estéril se estimó las poblaciones bacterianas en 
los extractos de raíz y tallo con y sin esterilización superficial, respectivamente. 
Mediante microscopía de fluorescencia, confocal y microscopía de campo claro 
se realizaron observaciones de tejidos vegetales post-inoculación. Para facilitar 
la observación microscópica encaramos experimentos previos para obtener 
cepas derivadas de E.sp.2.14 y E.sp.1.24, con plásmidos que expresan, 
respectivamente las proteínas fluorescente GFP y β-glucuronidasa GUS. 
Además, el pFAJ1708 expresa el gen de resistencia al antibiótico tetraciclina.  
4.2 Evaluación de la estabilidad del plásmido, crecimiento y capacidad de 
solubilización de fósforo en las cepas transformadas  
4.2.1 Estabilidad del plásmido 
La estabilidad de una cepa que porta un plásmido exógeno es una condición o 
propiedad importante y necesaria para encarar ensayos de inoculación de 
plantas que implican varios días de incubación y muestreo. Se evaluó la 
estabilidad del plásmido pFAJ1708-GFP y pFAJ1708-GUS, en el curso del 
tiempo correspondiente a 40 generaciones, se tomaron 2 muestras idénticas 
del cultivo, que fueron plaqueadas respectivamente sobre medio de cultivo 
agarizado suplementado con el antibiótico de selección y sobre el medio de 
cultivo sin suplementación con el antibiótico. Las colonias que desarrollan en 
medio libre de antibiótico pero no lo hacen en medio con antibiótico 
corresponderían a los clones que pierden el plásmido. Los resultados del 
recuento de colonias se muestran en las Tablas 11 y 12. Como se puede 
observar, el número de colonias resistentes al antibiótico y el de las colonias en 
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el medio sin antibiótico fue similar entre sí, y son comparables con el recuento 
de las colonias que emiten fluorescencia cuando se exponen a luz UV. Este 
resultado está de acuerdo con un plásmido estable al menos en un 1% de las 
células bacterianas. Adicionalmente, el ADN de un grupo de las colonias 
seleccionadas al azar a partir del cultivo en el medio libre de antibiótico, fue 
examinado por amplificación PCR del gen GUS usando cebadores específicos, 
resultando en el producto PCR de 230 pb, tamaño esperado para la secuencia 
GUS (Resultados no mostrados).  
Tabla 11. Evaluación de la estabilidad del plásmido pFAJ1708-GFP en las 
cepas hospederas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24.  
Tiempo 24 horas 48 horas 72 horas 98 horas 
(%) colonias  
Cepas  
Numero de colonias 
UFC* 
Luz 
UV** UFC
* 
Luz 
UV** UFC
* 
Luz 
UV** UFC
* 
Luz 
UV** % UFC
* 
% Luz 
UV** 
E. sp. 2.14- GFP 
con atb 100 100 99 99 100 100 100 100 99 99 
 GFP sin atb 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
E. sp. 1.24- GFP 
con atb 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
 GFP sin atb 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
Con atb: Medio de cultivo suplementado con tetraciclina (15µg/ml). 
Sin atb: Medio de cultivo sin tetraciclina  
 * Indica el número de colonias en medio LB-agarizado (UFC unidad formadora de colonias). 
 ** Indica el número de colonias fluorescentes a UV en medio LB-agarizado 
 
 
Estos resultados nos permitieron concluir que la estabilidad del plásmido en las 
cepas, es aceptable para su utilización en los ensayos de inoculación de 
plantas.  
4.2.2 Crecimiento de las cepas transformadas con plásmidos reporteros  
 
El crecimiento de las cepas portadoras del plásmido fue evaluado 
comparativamente con las respectivas cepas silvestres, con el propósito de 
examinar si la incorporación del plásmido alteró la tasa de crecimiento. Con 
este objetivo, se incubaron en los medios Mínimo M9 y rico LB, y se determinó 
la variación de los valores de densidad óptica en el transcurso del tiempo. 
Como se muestra en las Figuras 29 y 30, el crecimiento de las cepas marcadas 
con los genes reporteros GFP y GUS, y las respectivas cepas silvestres fueron 
similares entre ellas tanto en el medio Mínimo M9 como en el medio rico LB.  
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Tabla 12. Evaluación de la estabilidad del plásmido pFAJ1708-GUS en las 
cepas hospederas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24.  
Tiempo 24 hora 48 horas 72 horas 98 horas 
  
Cepas  
Número de colonias % colonias sensibles 
UFC* PC** UFC* PC** UFC* PC** UFC* PC** % UFC* 
% 
PCR** 
E. sp. 2.14-GUS 
con atb 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
E. sp. 2.14-GUS 
sin atb 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
E. sp. 1.24-GUS 
con atb 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
E. sp. 1.24-GUS 
sin atb 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
Con atb: Medio de cultivo suplementado con tetraciclina (15µg/ml). 
Sin atb: Medio de cultivo sin tetraciclina. 
 * Indica el número de colonias en LB-agarizado (UFC unidad formadora de colonias) 
 ** Indica número de colonias positivas en el examen PCR-GUS  
 
 
 
Figura 29. Curvas de crecimiento de cepas transformadas y cepas silvestre. Panel A 
medio de cultivo LB y cepas E.sp.2.14 y E.sp.2.14-GFP, en panel B idéntico a panel A en 
medio mínimo M9, paneles C y D idéntico al panel A y B con las cepas E.sp.1.24 y E.sp.1.24-
GFP 
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Figura 30. Curvas de crecimiento cepas transformadas y cepas silvestre. Panel A medio 
de cultivo LB y cepas E.sp.2.14 y E.sp.2.14-GUS, en panel B idéntico a panel A con medio 
mínimo M9, en paneles C y D idéntico a A-B con las cepas E.sp.1.24 y E.sp.1.24-GUS 
 
Estos resultados indicarían que las cepas transformadas y sus respectivas 
cepas silvestres tienen el mismo ritmo de multiplicación celular, y que la 
introducción de los plásmidos reporteros no provocó un aparente y obvio efecto 
negativo sobre el crecimiento. La demostración de estas características fue 
esencial para justificar su uso en los estudios que se describen a continuación. 
En concordancia con nuestros resultados, Bernabéu et al., (2015) [158] 
reportaron que, el plásmido pFAJ1708 portador de los genes reporteros GFP y 
GUS es estable en Bulkholderia tropica sin afectar el crecimiento y a partir de 
estas evidencias encararon ensayos de inoculación de tomate. 
4.2.3 Solubilización de fósforo 
Examinamos la capacidad de solubilizar fósforo como un indicador de 
integridad de la funcionalidad de nuestras cepas resultantes de la 
transformación con los plásmidos reporteros. El criterio aplicado fue la 
determinación semi-cuantitativa del halo de solubilización en medio NBRIP-
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agarizado con fosfato tricálcico. Las cepas transformadas mostraron halos de 
solubilización similares a las cepas silvestres (Figura 31). Asimismo, el 
resultado se confirmó cuando se estimó el índice de solubilización (índice IS) 
(Tabla 14), indicando que la incorporación del plásmido pFAJ1708 no afectó la 
capacidad de las cepas transformadas para solubilizar fósforo in vitro. Por lo 
tanto, se puede considerar que las cepas portadoras de los plásmidos con los 
genes reporteros y las cepas salvajes, son equivalentes y válidas para su uso 
en los ensayos de interacción planta-microorganismo.  
 
Tabla 14. Actividad solubilizadora de fosfatos en medio NBRIP con las cepas 
E. sp. 2.14, E. sp. 1.24 y sus variantes isogénicas. 
 
Cepas  IS (mm) * 
  Día 2 Día 4 Día 6 Día 8 Día 10 
E. sp. 2.14 1, 3 1, 7 2, 0 2, 1 2, 2 
E. sp. 2.14- GFP 1, 3 1, 6 2, 0 2, 0 2, 0 
E. sp. 1.24 0, 9 1, 7 2, 1 2, 0 2, 0 
E. sp. 1.24- GFP 0, 8 1, 7 2, 1 2, 0 2, 0 
E. sp. 2.14 1, 2 1, 1 1, 9 2, 7 2, 7 
E. sp. 2.14-GUS 1, 2 1, 6 1, 9 2, 8 2, 9 
E. sp. 1.24 0, 8 1, 2 2, 9 3, 0 3, 9 
E. sp. 1.24-GUS 0, 8 1, 2 2, 8 3, 0 3, 7 
*el índice de solubilización (IS) fue calculado como la diferencia entre diámetro del halo de 
solubilización y el diámetro de la colonia. 
 
4.3 Estudios de interacción cepas-tomate/trigo 
Se realizaron ensayos para caracterizar aspectos de la colonización de tomate 
y trigo post-inoculación. En particular, nos interesó investigar si las cepas se 
asocian como endófitos o si la asociación es externa a la planta en el rizoplano. 
Para este análisis se aplicaron técnicas dependientes de cultivo consistente en 
el recuento bacteriano a partir de extractos de tejido y observaciones con 
técnicas de microscopía. 
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Figura 31. Actividad solubilizadora de fosfato de las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 y sus 
derivadas transformantes marcadas con GFP y GUS. En A-B: Se muestra la actividad 
solubilizadora como halos claros (zona traslucida) de las cepas salvajes y cepas marcadas con 
el gen GFP. En los paneles C-D: Idéntico A-B, con las cepas marcadas con el gen GUS y las 
respectivas cepas salvajes. 
 
4.3.1 Recuento de bacterias E. sp. 2.14-GFP y E. sp. 1.24-GFP en extractos 
de tallo y raíz 
El análisis de la colonización en condiciones de asepsia permite evaluar la 
interacción entre las bacterias PGPR y las plantas. La condición de asepsia 
pretende eliminar las poblaciones bacterianas residentes en la superficie de las 
semillas que se encuentran creciendo en medio/soporte esterilizado, para que 
las bacterias inoculadas se desarrollen sin la competencia de otros 
microorganismos [153]. Con esta metodología experimental se crecieron 
plantas de tomate y trigo en condiciones de asepsia, comprendiendo un grupo 
de plantas sin inoculación que se utilizaron como control y otro grupo que fue 
inoculado con las cepas marcadas con GFP. Se tomaron muestras de plantas 
en el curso del tiempo. Una parte de los explantos se sometió a esterilización 
superficial mientras que otra parte no fueron esterilizadas superficialmente. Se 
prepararon homogenatos a partir de los cuales se realizaron diluciones 
seriadas, y se tomaron alícuotas para sembrarlas sobre medio agarizado LB-
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Tc.En raíces y tallos desinfectados superficialmente, provenientes de plantas 
inoculadas y control de tomate y trigo, no se observó desarrollo bacteriano en 
las primeras 48 horas de incubación en medio LB-agarizado con y sin 
suplementación con Tc. Tampoco se observó desarrollo en medio LB-
agarizado inoculado con alícuotas tomadas de la solución de último lavado de 
los tejidos post-desinfección. Sin embargo, a las 48 hs observamos desarrollo 
bacteriano en las cajas de cultivo sin antibióticos, localizado en las vecindades 
de los extremos correspondientes al corte del explanto (Resultados no 
mostrados). Esto indicaría que la esterilización fue eficiente y que las bacterias 
observadas a las 48 hs provienen del interior de los tejidos. Estas colonias 
observadas después de 48 hs corresponderían a bacterias propias alojadas en 
las semillas. 
Concluimos que el protocolo de desinfección superficial de los tejidos es 
satisfactorio para avanzar en la investigación de bacterias en el interior de los 
tejidos vegetal.  
No se observó presencia de bacterias en las diluciones del homogenato, 
sembradas en medio LB con Tc que provienen de los tejidos desinfectados 
superficialmente Contrariamente, se observó desarrollo bacteriano en medio 
con Tc, en las muestras de los homogenatos de raíces de plantas inoculadas 
que no fueron tratadas con la desinfección superficial (Figura 32), siendo 
consistente en las muestras tomadas en el curso de los 21 días del ensayo 
desde la inoculación de tomate y trigo. Se asume que este recuento de 
bacterias corresponde a las bacterias inoculadas y a las adheridas 
superficialmente a la raíz. 
En conjunto, estos resultados estarían indicando que las cepas no alcanzan a 
ingresar en los tejidos de trigo y tomate, sin embargo podrían establecerse en 
el rizoplano colonizando superficialmente las raíces. La estimación de los 
niveles de bacterias por gramo de tejido fue la siguiente: con la cepa E. sp. 
2.14-GFP fue 1x106 UFC/g de raíz y para la cepa E. sp. 1.24-GFP fue 9x105 
UFC/g de raíz de trigo, mientras que la población en raíz de tomate fue 4x105 y 
4.3x105 UFC/g de raíz, respectivamente.  
Por otra parte, se observó un descenso de las poblaciones en el tiempo ya que 
el recuento en plantas que fueron inoculadas inicialmente con 1ml de una 
suspensión bacteriana resultando en 1x108 UFC/g de tejido, disminuyó hasta el 
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día 12 en tomate y día 17 en trigo, a partir de ese período se estabilizaron o 
mostraron tendencia levemente alcista (Figura 32 panel A y B). No se 
observaron diferencias significativas entre las inoculaciones de tomate con la 
cepa E. sp. 2.14-GFP y E. sp. 1.24-GFP. Contrariamente, en trigo se 
observaron diferencias significativas entre cepas para los muestreos de los 
días 17 y 22, exhibiendo una mayor población la cepa E. sp. 1.24-GFP. 
 
Figura 32. Cuantificación del número de bacterias de E. sp. 2.14-GFP y E. sp. 1.24-GFP en 
raíces de trigo y tomate. En el panel A se muestra el recuento de la población bacteriana en 
las raíces de tomate y en el panel B se muestra el recuento de la población bacteriana en las 
raíces de trigo. La línea de color negro corresponde a plantas inoculadas con la cepa 
E.sp.2.14-GFP y línea roja corresponde a plantas inoculadas con la cepa E.sp. 1.24-GFP. Las 
Los valores de las curvas representan los promedios del logaritmo de la población bacteriana y 
las barras la desviación estándar de los promedios. Las diferencias significativas entre las 
cepas se indican con un asterisco (P>0.05).  
A partir de estos resultados podemos inferir/concluir que la asociación de las 
cepas E. sp. 2.14-GFP y E. sp. 1.24-GFP con tomate y trigo, tendría lugar 
sobre la superficie de la raíz. Collavino et al (2010) mostraron que estas cepas 
tienen la capacidad de colonizar eficientemente el sistema radicular de poroto y 
el tamaño de la población de esta colonización fue estimada en el orden 
2.7×105 y 1.3×105 UFC/g de raíz, respectivamente. Estos valores son 
coincidentes con los resultados que hemos obtenido en tomate y trigo, lo cual 
indica que alcanzado cierto nivel la especie vegetal influyó poco o nada 
respecto al tamaño de la población de bacterias adheridas a la superficie 
radical. Es probable que la producción de sustratos atractivos por la planta, 
para las cepas ensayadas y su presencia en los exudados radical, promuevan 
la colonización de la superficie de raíz de trigo y tomate, tal como fuera 
propuesto por otros autores [53], [208]. 
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4.3.2 Observación microscópica de raíz y tallo inoculados con cepas 
marcadas con GFP y GUS  
Las observaciones microscópicas fueron realizadas en tejido de tallo y raíz de 
plantas inoculadas y de plantas control sin inoculación. Una parte de los tejidos 
fue sometida a desinfección superficial, mientras que otra parte sólo se sometió 
a un lavado con agua estéril para eliminar partículas y bacterias adheridas 
débilmente a los tejidos. Se realizaron observaciones a los 3 y 10 días post-
inoculación (PI). 
 Los explantos fueron observados por microscopía con el propósito de 
visualizar la presencia de bacterias en los tejidos. En general, se detectó cierta 
autofluorescencia propia del tejido vegetal, pero fue posible diferenciarla de la 
fluorescencia generada por la proteína GFP. Así, resultó que la fluorescencia 
específica fue observada sobre la superficie de las raíces (Figura 33C, 34C, 
35C, 36C), consistente en puntos verdosos que se diferenciaron del fondo 
ligeramente verde, cuando el material fue expuesto a luz UV. La fluorescencia 
generada por la proteína GFP no fue detectada en raíces de los controles y 
tampoco en los tejidos inoculadas pero previamente desinfectados 
superficialmente  a la observación microscópica (Figura 33 A y G, 34 A y G, 35 
A y G, 36 A y G). En cortes transversales de tallo de tomate y trigo inoculados, 
la exposición a luz UV reveló respectivamente autofloresencia de color rojo y 
verde pero, no observamos puntos o agregados con fluorescencia de la 
proteína GFP, esperable si las cepas se comportan como endófitos localizadas 
en el interior. Esto indicaría que las bacterias no ingresaron en los tejidos 
(Figura 33B, 34B, 35B, 36B). Se observaron resultados similares con las cepas 
marcadas con GUS en los tejidos desinfectados, control y cortes transversales, 
donde no se observó la tinción características de bacterias sobre los tejidos o 
en el interior (Resultados no mostrados). 
 Usualmente la colonización de las bacterias endofíticas comienza en la 
superficie de la raíz, luego ingresan al tejido y colonizan los espacios 
intercelulares [91], [207] desde donde pueden movilizarse invadiendo el 
apoplasto llegando a atravesar la barrera de la endodermis. Desde allí podrían 
moverse a lo largo de la raíz para colonizar los tejidos aéreos [230], [231]. En 
las observaciones de los tejidos inoculados pero con desinfección superficial y 
de los cortes transversales no nos fue posible observar células en tejido 
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internos. Los resultados precedentes conforme a los criterios propuestos por 
Reinhold-Hurek y Hurek (1998) [232] permiten concluir que las cepas E.sp.2.14 
y E.sp.1.24 no son endófitas en plantas de trigo y tomate . 
 
Figura 33. Observación microscópica de raíces de tomate inoculadas con las cepas E. 
sp. 2.14-GFP y E. sp. 2.14-GUS. A: Raíz no inoculada; B: corte transversal de tallo inoculado; 
C: raíz colonizada 3 días PI; raíz colonizada 10 días PI (D); raíz secundaria colonizadas (E); 
pelos radicales colonizados (F, I, J y H); ápice de raíz desinfectado superficialmente (G); J: 
colonización de pelos radicales (J) ápice radical (K) con cepa E. sp. 2.14-GUS. De A-F 
microscopía de fluorescencia, G, H e I microscopía confocal y J-K microscopía campo claro. 
Las flechas señalan los sitios de colonización de la cepa E. sp. 2.14. Barra de escala: A, B, C, 
E, J y K 500 μm, F 50 μm, G 100 μm, H, I 25 μm.200 μm. D, G e I: 50 μm. 
 
A los 3 días PI observamos bacterias sobre la superficie de las dos especies 
vegetales, las cuales se encontraron separadas entre ellas o agrupadas 
formando filas, localizadas predominantemente en la unión de las células 
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epidermales de los pelos radicales y en la zona de elongación radical (Figuras 
33C, 34C, 35C y 36C).  
La colonización avanzó en el curso del período de 10 días, cuando la presencia 
de células fluorescente fue alta en las zonas descritas arriba (Figuras 33D, 
34D, 35D y 36D). En la región del ápice y cuello radicular se observó menor 
fluorescencia y una tinción más débil de los tejidos (GUS) lo que 
correspondería a las zonas con menor colonización. Observamos que la 
colonización de las raíces secundarias de tomate se inicia en la zona de 
emergencia de la raíz y desde ahí se desplaza hacia la zona de los pelos 
radicales secundarios (Figura 33E y 34E). 
Con las cuatro cepas observamos que la distribución espacial sobre las raíces 
de trigo y tomate, es similar a lo reportado para otras bacterias con 
características de PGPR en asociación con otras especies vegetales [80], 
[153], [233]–[235]. Uno de los mecanismos determinantes para el ingreso de 
las bacterias a los tejidos internos de raíz involucra la producción de celulasas 
y pectinasas [89], [209], [236], [237]. Reinhold-Hurek et al (2006) [89] 
encontraron una celulasa en Azoarcus sp relacionada con la degradación de la 
pared, cuya actividad aumentó cuando las bacterias se aproximan a las raíces, 
especialmente en los sitios de emergencia de las raíces secundarias donde 
tendría acceso la bacteria. Las bacterias perdieron la capacidad para ingresar a 
los tejidos internos de las raíces de arroz cuando se inactivó el correspondiente 
gen codificante de la celulasa. Estos resultados y nuestras observaciones 
microscópicas indican que las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 no expresarían 
actividades líticas importantes para facilitar la entrada en tomate y trigo. 
En línea con esta conclusión, en el capítulo anterior se describió el resultado de 
la determinación de actividades de enzimas líticas, el cual mostró que las 
cepas no fueron activas en el ensayo in vitro y podemos especular que esta es 
una de las causas por la cual las bacterias no logran atravesar las pared celular 
para alojarse en el interior de los tejidos de trigo y tomate.  
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Figura 34. Colonización de raíces de tomate inoculado con cepas E. sp. 1.24-GFP y E. sp. 
1.24-GUS. Raíz no inoculada (A); corte trasversal de tallo (B); raíz colonizada 3 días PI (C y H); 
raíz colonizada 10 días PI (D); raíz secundaria colonizadas (E); pelos radicales colonizados (F, 
I y K); de raíz desinfectado superficialmente (G); colonización de rizoplano (k) y pelos radicales 
(K) con cepas E. sp. 2.14-GUS. Las figuras de A-F microscopía de fluorescencia. G, H e I 
microscopía confocal y J-K microscopía campo claro. Las fechas señalan los sitios de 
colonización de la cepa E. sp. 1.24 en tomate. Barra de escala: A, B, C, E, J y K 500 μm, F 50 
μm, G 100 μm, H, I 25 μm.200 μm. D, G e I: 50 μm. 
 
Ha sido previamente reportado la formación de biofilm sobre la superficie de 
raíces inoculadas con PGPR creciendo en condiciones de asepsia [69], [238]. 
Como se describió en el capítulo III, las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 tienen 
capacidad de formar biofilm sobre superficies abióticas. En las observaciones 
microscópicas dirigimos nuestra atención a la búsqueda de estructuras 
asociadas a la colonización bacteriana con semejanza a las de biofilm. En el 
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caso de los microorganismos asociados a plantas, la matriz química de los 
biofilms está formada por exopolisacaridos bacterianos producidos a partir de 
los sustratos presentes en los exudados radicales [72], [239]. Estas estructuras 
pueden representar un mecanismo que mejora la sobrevivencia de las 
bacterias en el ambiente y en particular en un medio compartido con una 
diversidad de otros microorganismos [240]. A los 10 días PI, encontramos 
estructuras semejantes a las descritas para biofilm sobre la superficie de las 
raíces de tomate y trigo  (Figura 33K, 34D, 35K y 36J)[75], donde se observó 
un agrupamiento de células bacterianas embebidas en una materia que se 
revela como traslúcida, con apariencia análoga al mucílago, probablemente de 
constitución exopolisacarídica. En nuestra descripción asimilamos estas 
formaciones a biofilms. 
La formación de estructuras tipo biofilm, nos permite inferir que esa propiedad 
que fuera demostrada en ensayos in vitro, se expresa in vivo  favorececiendo la 
colonización bacteriana sobre la superficie radical, y además como fuera 
propuesto dar protección a las raíces contra patógenos y tolerancia a sequia 
[76]. 
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 Figura 35. Localización de las cepas E. sp. 2.14-GFP y E. sp. 2.14-GUS en trigo. Imágenes 
de microscopía de fluorescencia, confocal y campo claro de las raíces de trigo, las flechas 
indican los sitios de colonización bacteriana. Raíz no inoculada (A); corte trasversal de tallo (B); 
bacterias formando colonias en raíz 3 días PI (C y F); raíz colonizada 10 días PI (D); pelos 
radicales colonizados (E, I y J); raíz desinfectada superficialmente (G); colonización de 
rizoplano (N, y F); colonización de pelos radicales (J) y rizoplano (K) con cepa E. sp. 2.14-
GUS. Los paneles de A-F corresponden a microscopía de fluorescencia, G-I, microscopía 
confocal y J-K, microscopía campo claro. En la figura K se muestra formaciones densas tipo 
biofilm sobre el pelo radical. Barra de escala: A, B, C, E, J y K 500 μm, F 50 μm, G 100 μm, H, 
I 25 μm.200 μm. D, G e I: 50 μm.  
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Figura 36. Localización de las cepas E. sp. 1.24-GFP y E. sp. 1.24-GUS en trigo. Imágenes 
de microscopía de fluorescencia (Paneles A a F), confocal (Paneles G a I) y campo claro de las 
raíces de trigo (J-K), las flechas indican los sitios de colonización de la cepa. Raíz no inoculada 
(A); corte trasversal de tallo (B); raíz colonizada 3 días PI (C y F); raíz colonizada 10 días PI (D, 
H); pelos radicales colonizados (D, E, I y K); raíz desinfectada superficialmente (G); 
colonización del rizoplano (J y F); colonización de pelos radicales (K) y rizoplano (J) con cepas 
E. sp. 2.14-GUS. En la figura F se muestra un agrupamiento de las células bacterianas con 
posible formación de biofilms. Las figuras de A-F microscopía de fluorescencia, G-I microscopía 
confocal y J-K microscopía campo claro: A, B, C, E, J y K 500 μm, F 50 μm, G 100 μm, H, I 25 
μm.200 μm. D, G e I: 50 μm. 
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4.4 Colonización de raíces de trigo y tomate en suelo  
La evaluación de la colonización de las plantas por los microorganismos en 
sustratos no estériles y condiciones controladas de incubación es útil para 
estimar la capacidad del inóculo para establecerse en suelo, asumiendo que se 
trata de una situación ambiental cercana a la situación natural del campo.  
Dentro de este marco conceptual se encararon ensayos, usando semillas 
desinfectadas superficialmente y sembradas en suelo no estéril contenido en 
macetas. Se inocularon dos grupos de semillas, respectivamente con las cepas 
E. sp. 2.14-GFP y E. sp. 1.24-GFP usando 1 ml de suspensión bacteriana en 
concentración de 1x108 UFC/ml/30 semillas; a los 10 y 20 días post-inoculación 
se tomaron muestras de raíz y tallo para determinar el número de bacterias 
resistentes a Tc extraídas de la superficie. Por otra parte, se examinó la 
población extraída de tejidos después del tratamiento de esterilización 
superficial y homogeneización del tejido. 
En los extractos de tejidos desinfectados superficialmente de raíces y tallos 
provenientes de plantas inoculadas, no se detectó crecimiento en medio LB con 
Tc. Estos resultados fueron similares a los obtenidos en los ensayos de la 
sección anterior, indicando que las cepas no tendrían capacidad para ingresar 
al tejido (Figura 37).  
En los tejidos de los controles sin inocular, respectivamente con y sin 
desinfección superficial no se observó crecimiento bacteriano en LB-Tc, lo cual 
indicaría en caso de ocurrencia de microorganismos que los mismos son 
propios del suelo y sensibles a Tc.  
En extractos de tejidos de trigo con inoculación de las cepas E.sp.2.14 y 
E.sp.1.24, sin desinfección superficial se logró recuperar las cepas en el orden 
de 107 /g tejido a los 10 días, y de 104 a los 20 días, respectivamente. 
Resultados similares se obtuvieron con los extractos de raíz de tomate 
inoculados con las cepas sin desinfección superficial; los recuentos resultaron 
más bajos con respecto a trigo, y se encuentran en el orden de 106 a los 10 
días y 103 a los 20 días.  
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Figura 37. La población superficial en las raíces de plantas de trigo y tomate inoculadas con 
las cepas E. sp. 2.14-GFP y E. sp. 1.24-GFP, crecidas en suelo no estéril. A: muestras a 10 
días de inoculación (PI); B: muestras a 20 días de inoculación (PI). 
 
Podemos concluir que las cepas E. sp. 2.14-GFP y E. sp. 1.24-GFP tienen la 
capacidad para establecerse eficientemente en el rizoplano de trigo y tomate 
creciendo en suelo, lo que indicaría que las cepas soportan las condiciones 
propias del ambiente suelo (pH, humedad, materia orgánica, etc.). Esto 
además, permite especular que las cepas compiten satisfactoriamente con los 
microorganismos del suelo. El tamaño de la población en las raíces de tomate 
fue menor que en trigo, sugiriendo que trigo promueve un mayor desarrollo,  
probablemente por algún componente presente en el exudado radical, que 
estaría atrayendo y sosteniendo una mayor población bacteriana. En este 
sentido, por ejemplo se comparó a Bacillus sp. y Azospirillum sp. en plantas de 
arroz y se observó que Bacillus sp tiene en las raíces una mayor población que 
Azospirillum sp., lo cual es atribuido a los exudados que les proporciona la raíz 
[241]; en otros estudios encontraron que el ácido málico y el ácido cítrico 
presentes en los exudados de las raíces de tomate son utilizados para atraer a 
Pseudomonas fluorescens para que colonice la raíz [242].  
 Encontramos que las poblaciones de las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 son 
similares a las reportadas por Bernabéu et al. (2017) [158] y Hassen et al. 
(2010) [243], los cuales indican en sus trabajos que las bacterias 
pertenecientes a los géneros Bulkholderia, Bacillus y Paenibacillus se las 
encuentra en la superficie de las raíces de trigo, sorgo y tomate crecidas en 
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suelo no estéril, y las poblaciones están en el orden de 1x106-1x108 UFC/g de 
tejido. Comparando nuestros resultados con los mostrados por estos autores 
podemos inferir que las cepas ensayadas son eficientes en colonizar la 
superficie de la raíz, y posiblemente esta característica también podría 
observarse en la situación natural de campo.  
4.5 Ensayos de sobrevivencia en suelo  
Para encarar el estudio de sobrevivencia en suelo usamos mutantes derivados 
resistentes a rifampicina, los cuales fueron provistos por Lic. Ifran, del Instituto 
de Botánica del Nordeste, Corrientes [156]. La resistencia a la rifampicina 
reside enlas mutaciones que alteran la ARN polimerasa en los residuos del sitio 
de unión de la rifampicina, lo que resulta en una disminución de su afinidad. 
Las mutaciones que determinan resistencia residen en  el gen rpoB, que 
codifica la subunidad beta de la ARN polimerasa [244], [245]. Los mutantes 
fueron identificados como E.sp.2.14-M y E.sp1.24-M. 
4.5.2 Curvas de crecimiento en medios mínimo M9 y rico LB 
El crecimiento de las cepas resistentes a rifampicina E.sp. 2.14-M y E.sp.1.24-
M fue evaluado comparativamente con las respectivas cepas silvestres, con el 
propósito de investigar el efecto de la mutación sobre la tasa de crecimiento. 
Con este objetivo, se incubaron en medio mínimo M9 y rico LB, y se determinó 
el crecimiento por la variación de los valores de densidad óptica en el 
transcurso del tiempo.  
Los resultados mostraron que los tiempos de desarrollo de los mutantes 
resistente a rifampicina, son similares a los de las cepas silvestres, tanto en 
medio mínimo M9 como rico LB (Figura S1). Este ensayo nos permitió concluir 
que la mutación del gen rpoB no provoca una alteración en la tasa de 
crecimiento de las bacterias. 
4.5.3 Evaluación cualitativa in vitro de la capacidad para la solubilización 
de fósforo 
Examinamos la capacidad de solubilizar fósforo como un indicador de 
funcionalidad bacteriana en nuestras cepas mutantes resistentes a rifampicina 
mediante la determinación semi-cuantitativa del halo de solubilización en medio 
NBRIP-agarizado suplementado con fosfato tricálcico. Se observó que los 
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halos de solubilización de las cepas mutantes fueron similares a las cepas 
silvestres (Figuras S2). Asimismo, el índice de solubilización (IS) confirmó la 
evaluación visual (Tabla S4), indicando que la mutación no afectó la capacidad 
de las cepas para solubilizar fósforo in vitro. Por lo tanto, podemos considerar 
equivalentes a las cepas silvestres y mutantes, y aptas para su uso en los 
ensayos de sobrevivencia en suelo.  
4.5.4 Sobrevivencia de las cepas en suelo 
La sobrevivencia de las bacterias, después de su incorporación al suelo 
mediante la inoculación, puede ser afectada por la interacción con los otros 
organismos que componen el suelo y por factores ambientales tanto bióticos 
como abióticos [246]–[248]. El resultado de una buena asociación con la raíz 
está condicionado por la capacidad para colonizar, superar la competencia con 
la población indígena del suelo y la capacidad de las bacterias para adaptarse 
a las condiciones del suelo que comprenden  factores físicos y químicos, tales 
como pH, textura, disponibilidad de nutrientes, humedad y temperatura, 
contenido de materia orgánica. Con este objetivo se evaluó la sobrevivencia de 
las cepas E.sp.2.14-M y E.sp.1.24-M en muestras de suelo de las localidades 
de Junín, Ferré y Pergamino, respectivamente. 
En la Figura 38, se muestran los valores del recuento de bacterias en suelo a 
tiempos diferentes post-inoculación. Observamos en los tres suelos evaluados, 
que el recuento de las cepas E. sp. 2.14-M y E. sp. 1.24-M descendieron en los 
primeros 15 días. Esta disminución de la población de las cepas fue de 
aproximadamente tres órdenes de magnitud. Observamos en particular, que el 
suelo de Pergamino presentó la población más baja. Si bien ambas cepas 
disminuyeron en el tamaño de la población, la cepa E.sp.2.14-M registró la 
población más baja. Los recuentos realizados sobre muestras tomadas 
después de los 15 días indicaron que las poblaciones tendieron a estabilizarse 
hasta el muestreo del día 45, posteriormente las poblaciones disminuyeron 
(Figura 38). 
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Figura 38. Ensayo de sobrevivencia en suelo de la provincia de Buenos Aires. A: Junín; B: 
Ferré; C: Pergamino con cepas mutantes E. sp. 2.14-M (Color rojo) y E. sp. 1.24-M (Color 
negro). 
 
El recuento de E.sp.2.14 y E.sp.1.24 se redujo respecto al valor inicial (1x107 
UFC/gramo de suelo), llegando al final del ensayo a una población que 
representa el 1% de la población inicial. Se ha reportado que los ensayos con 
bacterias introducidas en el suelo para promover el crecimiento de la planta, 
supresión de patógenos tienen resultados variables [148], [249]–[251]. Un 
factor clave que afectaría los resultados puede es atribuido a la capacidad para 
establecerse o en suelo [252]–[254]. La humedad, temperatura del suelo, pH, 
textura, disponibilidad de oxígeno, nutrientes, depredación por protozoos, 
antagonismo y competencia con la microfauna son los principales factores que 
afectan las poblaciones bacterianas introducidas en los suelos [221], [228], 
[247]. En este contexto podemos decir que las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 
tienen la capacidad de sobrevivir y adaptarse a las condiciones de los suelos 
evaluados, cuyas características son diferentes a las de los suelos a partir de 
los cuales fueron aisladas las cepas Los resultados son alentadores para 
intentar incorporar cepas con propiedades benéficas en los cultivos que se 
encuentran en las región de Junín, Ferré y Pergamino. 
4.6 Conclusiones. 
Uno de los objetivos de este capítulo fue examinar el tipo de asociación entre 
las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 con tomate y trigo. En este sentido, 
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encontramos útil disponer de las cepas marcadas con genes reporteros. Por 
antecedentes disponibles que demuestran su utilidad, se adoptó el uso de los 
genes reporteros GFP y GUS, los cuales fueron incorporados mediante 
plásmidos replicativos y demostramos que las bacterias transformadas con el 
plásmido pFAJ1708 portador de los genes reporteros presentaron estabilidad 
en el tiempo, las características fisiológicas no resultaron afectadas lo cual 
validó el uso de las cepas para su seguimiento mediante el monitoreo de las 
actividades GFP o GUS en el curso del tiempo requerido por el ensayo.  
Los resultados de las observaciones microscópicas y de la aplicación de 
técnicas microbiológicas, mostraron que las cepas colonizan eficientemente el 
rizoplano de tomate y trigo, las células bacterianas fueron visualizadas en la 
superficie de la raíz de ambos cultivos dispuestos en filas, predominantemente 
sobre la unión de las células de la epidermis y en la zona de pelos radicales.  
En raíces y tallos desinfectados superficialmente y en cortes transversales no 
se detectó la presencia de las cepas. Probablemente los resultados obtenidos 
en las observaciones microscópicas esta asociado a la inactividad de las 
enzimas celulasas y pectinasas que actúan degradando la pared celular. Los 
resultados de las observaciones y recuentos de las bacterias nos dieron 
evidencias suficientes para concluir que las cepas no son endófitas en los 
cultivos ensayados. 
La formación del biofilm sobre la superficie de las raíces depende de los 
exudados para el crecimiento y mantenimiento de las bacterias que se 
encuentran embebidas en la matriz del biofilm [255], [256]. Aunque la cantidad 
de compuestos orgánicos que provienen de los exudados radicales es 
relativamente bajo, no superan el 0,4% del carbono fotosintetizados [257], 
estos compuestos ejercen una influencia muy fuerte sobre los microorganismos 
del suelo promoviendo la atracción hacia la zona rizosférica. Además, están 
involucrados en la adhesión de las bacterias a la superficie radical y 
posteriormente la formación de biofilm [221], [255]. Espinosa-Urgel et al. 
(2002)[258] observaron que Pseudomona putida puede responder rápidamente 
a la presencia de exudados de las raíces en los suelos, convergiendo en los 
sitios de colonización de las raíces y estableciendo biofilm. Por lo que podemos 
concluir que la formación de biofilm por las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24, 
demostrado en ensayos in vitro en el capítulo III, también se expresa in vivo 
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sobre las superficies radicales de tomate y trigo. . Por otra parte podemos 
inferir que la capacidad de formación de biofilm de las cepas sobre la superficie 
radical en condiciones de asepsia, se podría extrapolar a condiciones 
naturales, lo cual favorecería la colonización de las raíces de tomate y trigo en 
las condiciones reales del cultivo. Dado los resultados obtenidos sobre biofilm y 
la asociación con la planta, encontramos interesante confirmar el rol de los 
biofilms de las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 en la colonización radical. En este 
sentido, sería interesante la obtención de mutante defectivos en la formación 
de biofilm para encarar futuras investigaciones. .  
La introducción de bacterias en el suelo mediante inoculación constituye un 
aspecto importante de la ecología microbiana. El suelo es un hábitat complejo 
compartido por una gran diversidad de microorganismos, donde el 
establecimiento de cepas bacterianas exógenas, puede experimentar diversos 
desafíos tales como la depredación por la microfauna, acción de antibióticos, 
enzimas líticas y características intrínsecas de los suelos que afectan la 
capacidad de colonizar las raíces. En este sentido se evaluó la respuesta de la 
inoculación de las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 en raíces de tomate y trigo 
crecidas en suelo, encontrando a las cepas sobre la superficie radical de las 
plantas ensayadas y las poblaciones son semejantes a las encontradas por 
otros autores con otras PGPR [153], [243]. Con las evidencias mostradas 
podemos concluir que las cepas alcanzan a establecerse exitosamente en el 
rizoplano y posiblemente compitiendo con las bacterias nativas residentes en el 
suelo.  
Los datos de los ensayos en suelos de las 3 localidades mostraron que las 
poblaciones de las cepas  alcanzan niveles apreciables a los 15 días y que al 
menos permanece hasta los 45 días. Este resultado es alentador para proponer 
la introducción de estos microorganismos benéficos en el manejo de los 
cultivos, aunque a los efectos de generalizar este comportamiento encontramos 
necesario evaluar las cepas en otros suelos con propiedades edáficas tales 
como pH extremo, diferentes grados de compactación, granulación y 
agregados y niveles de elementos químicos claves para el suelo. Si bien 
realizamos ensayos usando suelos de tres localidades ubicadas en una zona 
con una productividad agronómica muy eficiente, reconocemos que las 
propiedades de esos suelos son muy semejantes entre sí, comparten muchas 
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de las características ambientales y propiedades edáficas. El estudio realizado 
no explora el comportamiento de nuestras PGPR en condiciones contrastantes 
de suelo y ambiente.   
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CAPÍTULO V 
Ensayos a campo de 
inoculación con promotoras de 
crecimiento 
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Para concluir con la recomendación del uso de PGPR como biofertilizantes, es 
importante que los resultados obtenidos en los ensayos de inoculación de 
plantas en el laboratorio sean validados con ensayos a campo sobre cultivos de 
interés agronómico. En este contexto, nos propusimos evaluar la respuesta a la 
inoculación con las cepas E.sp.2.14 y E.sp.2.24 en cultivos de interés 
agronómico, tanto en ensayos de laboratorio como también ensayos a campo. 
La evaluación del efecto de la inoculación con cepas promotoras de 
crecimiento consistió en determinar: 
a- Parámetros fisiológicos en laboratorio; 
 Altura de planta  
 Diámetro de tallo  
 Longitud de raíz  
 Peso seco de parte aérea y raíz 
b- Parámetros de rendimiento; 
 Kilogramos de grano por hectárea (kg/ha)  
Estas variables fueron determinadas en cultivos de tomate, trigo y alfalfa, en 
condiciones controladas (cámara de plantas), mientras que los ensayos con 
trigo, maíz y soja fueron realizados en 3 localidades de la Provincia de Buenos 
Aires, durante 6 campañas sucesivas entre los años 2012 y 2017. 
Objetivos: 
 Evaluar el efecto de promoción de crecimiento de las cepas bacterianas 
E.sp.2.14 y E.sp.1.24 en tomate, trigo y alfalfa en microcosmos y ambiente 
controlado. 
 Evaluar el efecto de la inoculación de soja, trigo y maíz con las cepas 
E.sp.2.14 y E.sp.1.24, en ensayos a campo de la zona núcleo agrícola de la 
provincia de Buenos Aires. 
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5. Resultados y Discusión  
5.1 Inoculación de tomate, trigo y alfalfa  
 Las características de los ensayos con tomate, trigo y alfalfa fueron las 
siguientes:  
El ensayo se realizó en condiciones controladas de temperatura, luz y ciclo 
día/noche, un grupo de plantas fueron inoculadas con las cepas E.sp.2.14 y 
E.sp.1.24 de forma independiente, 5 días post-germinación. Otro grupo de 
plantas sin inocular se utilizó como control, los ensayo comprendieron 3 
réplicas con 15 plantas por réplica en cada tratamiento y el ensayo se mantuvo 
por 35 días post-inoculación. 
 5.1.1 Evaluación de la respuesta a la inoculación de tomate  
Los efectos de la inoculación de tomate fueron significativamente superiores 
comparadas con las plantas sin inocular. El aumento de la altura fue del 53% 
para plantas inoculadas con la cepa E.sp.2.14, y 30% para plantas inoculadas 
con la cepa E.sp.1.24. (Figura 39, panel A). Por su parte, el aumento del 
diámetro del tallo resultó del 46.8% y 24.9%, para plantas inoculadas con las 
cepas E.sp.2.14, y E.sp.1.24, respectivamente (Figura 39, panel B).  
La variable longitud de raíz exhibió aumentos significativos del 60,4% y 103% 
en plantas inoculadas con las cepas E.sp.2.14 y E. sp. 1.24, respectivamente 
(Figura 39, panel C). Este efecto sobre la raíz es de gran importancia para las 
plantas ya que el mayor desarrollo radical mejora su anclaje y permite explorar 
un área mayor de suelo en la búsqueda de nutrientes. 
La inoculación promueve un aumento de peso seco tanto de la parte aérea 
como de raíz (Figura 39, paneles D y E). La respuesta a la inoculación con 
E.sp.2.14 fue superior a E.sp.1.24, a excepción del peso seco y longitud de 
raíz. Podemos concluir que la inoculación de tomate con las cepas E.sp.2.14 y 
E.sp.1.24 tiene efectos positivos.  
5.1.2 Evaluación de la respuesta en alfalfa  
Las plantas de alfalfa inoculadas presentaron aumentos estadísticamente 
significativos en todas las variables respecto al control (Figura 40). La variable 
altura aumentó 66,8% y 72% en las plantas inoculadas con las cepas E.sp.2.14 
y E.sp.1.24, respectivamente; asimismo, el diámetro del tallo aumentó 114% y 
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120%. El aumento de la longitud de raíz fue del 16,6% y 12,2%, en las plantas 
inoculadas, respectivamente (Figura 40, paneles A, B y C). 
         
Figura 39. Efecto de inoculación del tomate con las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 sobre el 
crecimiento del tomate. El ensayo fue realizado en condiciones controladas de incubación en 
cámara de cultivo. Altura de planta (A), diámetro de tallo (B), longitud de raíz (C), peso seco 
parte aérea (D) y raíz (E). Co: control sin inoculación. Se aplicó la prueba de Tukey, las 
diferentes letras indican diferencias significativas (p≤0.05) entre si.  
 
El aumento de la variable peso seco de parte aérea y raíz fue para E.sp.2.14 
del 106,7% y 79.5% mientras, que para E.sp.1.24 fue del 111,9% y 90%, 
respectivamente (Figura 40 paneles D y E). Estos resultados indican un efecto 
estimulante del crecimiento de una leguminosa forrajera por la inoculación de 
las cepas.  
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5.1.3 Evaluación de la respuesta en trigo  
Los resultados obtenidos en el ensayo de inoculación de trigo se presentan en 
la Figura 41. Encontramos un aumento significativo de la altura de las plantas, 
diámetro de tallo y peso seco, tanto para la cepa E.sp.2.14 como para la cepa 
E. sp. 1.24. Por otra parte, sólo se observaron diferencias significativas en la 
longitud de raíz inoculadas con la cepa E.sp. 1.24, no así para las plantas 
inoculadas con E.sp.2.14. Los aumentos con la cepa E.sp. 2.14 y E.sp. 1.24 
respectivamente fueron: 16,4% y 57,5% en altura de planta, 94,6% y 100% en 
diámetro de tallo, 106,4% y 86,6% en peso seco aéreo, 142% y 77,6% en peso 
seco raíz (Figura 41 paneles A-D). A partir de estos resultados se puede 
concluir que la inoculación estuvo asociada al crecimiento de trigo, lo que 
genera expectativas positivas para un futuro ensayo a campo. 
Podemos concluir que la inoculación con las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 
promueve el aumento del crecimiento de los cultivos de tomate, alfalfa y trigo, 
indicando que la habilidad PGPR de las cepas expresa su potencial en un 
amplio espectro de especies vegetales, tales como las ensayadas en este 
trabajo, representativas de gramíneas, solanáceas y fabáceas. Mirza et al. 
(2001) [259] reportaron que la inoculación con bacterias PGPR del género 
Enterobacter sp. incrementó el peso seco de la raíz y de los brotes de caña de 
azúcar en sistemas de cultivo in vitro. Por otra parte, Mehnaz et al. (2001) [260] 
mostraron los efectos de la inoculación con cepas de la especie E. cloacae en 
cultivos de arroz, donde observaron aumentos del área radical y biomasa de 
raíz y parte aérea  
Estos resultados en conjunto, muestran que la capacidad PGPR de 
Enterobacter sp. se distribuye en una diversidad de cultivos importantes desde 
el punto de vista agropecuario, social y económico. Además, su uso ayudaría a 
disminuir la aplicación de agroquímicos y con ello evitar el deterioro de los 
agroecosistemas. Encontramos indispensable realizar ensayos para determinar 
si los efectos observados en laboratorio se pueden extrapolar a campo, ya que 
en estas condiciones las bacterias deben enfrentarse a diferentes condiciones 
ambientales que pueden afectar su crecimiento [261]. 
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Figura 40. Efecto de inoculación de alfalfa con las cepas E.sp.2.14 y E. sp. 1.24. Altura de 
plantas (A), diámetro de tallo (B), longitud de raíz (C), peso seco parte aérea (D) y raíz (E). La 
abreviatura Co indica control (sin inoculación). Se aplicó la prueba de Tukey, las diferentes 
letras indican diferencias significativas (p≤0.05).  
 
Tesis Doctoral  Capítulo V Efren V. Ramos C. 
124 
 
  
Figura 41. Efecto de la inoculación de trigo con las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 en 
ambiente controlado. Altura de plantas (A), diámetro de tallo (B), longitud de raíz (C), peso 
seco parte aérea (D) y raíz (E). La abreviatura Co indica al control (sin inoculación). Se aplicó la 
prueba de Tukey, las diferentes letras indican diferencias significativas (p≤0.05).  
5.2 Ensayos a campo de inoculación de trigo, maíz y soja  
Con el fin de determinar a campo, el efecto de la inoculación con las cepas 
E.sp.2.14 y E.sp.1.24 sobre la productividad y parámetros fisiológicos de los 
cultivos de trigo, maíz y soja, se realizaron ensayos en diferentes localidades 
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de la provincia de Buenos Aires. Para los tres cultivos se diseñaron ensayos 
con diferentes tratamientos que se encuentran descriptos en la sección de 
Materiales y Métodos. Con el propósito de darle robustez a los datos, estos 
ensayos fueron repetidos en sucesivas campañas de siembra entre los años 
2012 y 2017. Se realizaron 10 ensayos en trigo, 9 en soja y 10 en maíz. 
Los ensayos fueron realizados con la colaboración de Rizobacter Argentina 
S.A. en los campos de la Escuela Agrotécnica Salesiana en la localidad de 
Ferré, campo las Alisias en la localidad de Junín y campo experimental de 
Rizobacter en la localidad de Pergamino. La grilla de distribución de las 
parcelas fue realizada según un diseño estadístico de bloques completos al 
azar con tres repeticiones. En los ensayos de trigo y maíz se utilizó además el 
inoculante comercial Rizofos (Rizobacter SA) formulado con bacterias de la 
especie Pseudomonas fluorescens, usado como biofertilizante promotor del 
crecimiento vegetal. En el caso de soja, también se inoculó con el producto 
comercial Rizoliq (Rizobacter SA) que contiene cepas simbióticas del género 
Bradyrhizobium sp. La inoculación con estos productos comerciales fueron 
incluidos con el propósito de comparar rendimientos con las cepas E.sp.2.14 y 
E.sp1.24.  
A continuación se hace referencia a los datos obtenidos de evaluar en primer 
término el rendimiento expresado en kg grano/hectárea (kg/ha) y en segundo 
término el de los parámetros fisiológicos de los cultivos. 
5.2.1 Ensayos de inoculación de trigo 
Los resultados de los rendimientos obtenidos en cada localidad se presentan 
en Tabla 15.  
Ferré 
El rendimiento promedio de las diferentes campañas fue 3884,8Kg/ha. En 
particular, el rendimiento más alto se registró en el tratamiento con el 
inoculante comercial (Rizofos) (3993.9 Kg/ha), seguido de los tratamientos 
inoculados con E.sp.2.14 (3892.9 kg/ha), E.sp.1.24 (3862.7 kg/ha) y el 
tratamiento de la co-inoculación de las cepas E.sp.2.14-E.sp.1.24 (3861.9 
Kg/ha). El tratamiento control presentó el menor rendimiento (3813,6 Kg/ha), 
sin significancia estadística con los tratamientos que fueron inoculados con la 
cepa E.sp.1.24 y con la co-inoculación de las cepas. Por el contrario, el 
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tratamiento con el inoculante comercial y el tratamiento con la cepa E.sp.2.14 
presentaron diferencias significativas comparadas con el control. El aumento 
del rendimiento por efecto de la inoculación fue: Inoculante comercial 4,7%, 
inoculado con la cepa E.sp.2.14 2,1%, inoculado con la cepa E.sp.1.24 1,3%, y 
co-inoculado con las cepas 1,3%. 
Junín 
El rendimiento promedio de las diferentes campañas fue 4887,2 Kg/ha, superior 
al registrado en la localidad de Ferré. En particular, el rendimiento del 
tratamiento inoculado con la cepa E.sp.2.14 fue el más alto (5033,1kg/ha), con 
diferencias significativas respecto al control. Por el contrario, el aumento del 
rendimiento en el tratamiento con el inoculante comercial no tuvo significancia 
estadística. Por su parte, los rendimientos de las parcelas inoculadas con la 
cepa E.sp.1.24, así como con la co-inoculación de las cepas, presentaron 
rendimientos por debajo del control. 
El aumento del rendimiento fue: Inoculado con la cepa E.sp.2.14 3.4%, 
inoculante comercial 0.1%. La a inoculación con E.sp.1.24 y la co-inoculación 
de las cepas registraron una disminución de -0.5% y -1%, respetivamente. 
Pergamino 
Se registraron los rendimientos más altos comparados con las otras dos 
localidades. El rendimiento promedio de las diferentes campañas para esta 
localidad fue de 5807,7 Kg/ha. El tratamiento control exhibió el menor 
rendimiento, seguido del tratamiento con el inoculante comercial mientras que 
los rendimientos en los tratamientos inoculados con las cepas E.sp.1.24, E. 
sp.E.sp.2.14 y la co-inoculación fueron los más altos, con 5962,3, 5863,2 y 
5863,6 kg/ha, respectivamente. Las diferencias con el control e inoculante 
comercial fueron estadísticamente significativas.  
Resultó interesante encontrar que en Pergamino el rendimiento de los 
tratamientos correspondientes a la inoculación con nuestras cepas fue el más 
alto en comparación con los rendimientos de Ferré y Junín.  
El aumento porcentual del rendimiento fue: tratamiento inoculado con la cepa 
E.sp.1.24 5,7%, tratamiento inoculado con la cepa E.sp.2.14 4% y en el 
tratamiento con la co-inoculación de las cepas 4%. Se observó que el 
inoculante comercial mostró la menor respuesta en el rendimiento (1,3%).  
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Con el propósito de evaluar los rendimientos de las tres localidades en 
conjunto, se promediaron los rendimientos de los 10 ensayos (Tabla 16). Los 
aumentos no resultaron estadísticamente significativos tanto en los 
tratamientos inoculados con las cepas, como en el tratamiento con el 
inoculante comercial en comparación con el control. El aumento del 
rendimiento con la cepa E.sp.2.14 fue 4.4%, seguido de los tratamientos con la 
cepa E.sp.1.24 (2.7%), inoculante comercial (2.6%) y por ultimo con la co-
inoculación de las cepas (1.6%). La inoculación con las cepas, provocaron 
rendimientos superiores al del inoculante comercial.  
En ensayos realizados en laboratorio por Tahir et al. (2013) se reportó el 
incremento del rendimiento, entre 9.3% y 14.8%, en trigo inoculado con 
Azospirillum, Bacillus y Enterobacter. Estos resultados luego fueron validados a 
campo, encontrando que las plantas inoculadas con las cepas del género 
Enterobacter estuvo asociadas a la mayor respuesta en el rendimiento, del 5%. 
Estos resultados son similares a los obtenidos en nuestros ensayos en suelos 
de la provincia de Buenos Aires, por lo que podemos especular que la 
promoción de crecimiento de trigo es una propiedad ubicua en cepas de 
Enterobacter aisladas en distintos sitios y especies vegetales, sugiriendo la 
ocurrencia de una interacción positiva con trigo. El nivel de efecto es 
importante, indican que nuestras cepas generan un mayor rendimiento que el 
inoculante comercial en condiciones de cultivo a campo. 
Con respecto a las variables fisiológicas evaluadas en Ferré (Tabla S5) resultó 
que el número de plantas, peso seco y peso fresco de las espigas no 
presentaron aumentos por la inoculación con cada una de las cepas e 
inoculante comercial. Sin embargo, el número de espigas exhibió una 
disminución significativa del 31,1%, en el tratamiento inoculado con la cepa E. 
sp.2.14 mientras que, los demás tratamientos no presentaron cambios o 
variaciones con respecto al control. La variable número de macollos por metro 
cuadrado mostró aumentos estadísticamente significativos, en los tratamientos 
inoculados con la cepa E.sp.2.14 (50%) e inoculante comercial (8,9%), cuando 
se comparó con el control. El peso seco de los macollos registro aumento 
significativo en el tratamiento con la cepa E.sp.2.14 (43,7%) e inoculante 
comercial (9,10%), comparados con el control. Con respecto a la variable peso 
fresco del macollo, se observó aumento estadísticamente significativo en el 
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tratamiento inoculado con la cepa E.sp.2.14 (35,4%). Estas variables no 
mostraron diferencias significativas entre tratamientos del ensayo de los 
campos de Junín y Pergamino. (Tabla S6 y S7).  
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Tabla 15. Valores promedio de rendimiento de las campañas de siembra de trigo en localidades Junín, Ferré y Pergamino.  
 
Promedio del rendimiento en la diferentes campañas  
 
 Localidad Ferré  Localidad Junín  Localidad Pergamino 
Tratamiento Rendimiento (Kg/ha) 
Aumento 
(Kg/ha) * 
Aumento 
(%)** 
Rendimiento 
(Kg/ha) 
Aumento 
(Kg/ha)* 
Aumento 
(%)** 
Rendimiento 
(Kg/ha) 
Aumento 
(Kg/ha)* 
Aumento 
(%)** 
control:              
Sin inoculación 3813,6a 
 
  4868,1 a 
 
  5638,9 a 
 
  
Inoculación:  
 
   
 
   
 
  
E.sp. 1.24 3862,7 a 49,1 1,3 4846,1 a -22,01 -0,5 5962,3 b 323 5,7 
E.sp.1.24-
E.sp.2.14 3861,9 a 48,3 1,3 4817,2 a -50,9 -1 5863,6 b 225 4 
E.sp.2.14 3892,1 b 78,5 2,1 5033,1 b 164,9 3,4 5863,2 b 224 4 
Rizofos 3993,9 b 180,3 4,7 4871,7 a 3,5 0,1 5710,7 a 72 1,3 
Se aplicó análisis de varianza contrastando las medias con el test Tukey. Los subíndices indican diferencias estadísticamente significativas (p>0.01)..  
(*) Aumento del rendimiento (kilogramos por hectárea kg/ha).  
(**) Aumento porcentual del rendimiento. 
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Tabla 16. Rendimiento promedio de granos por hectárea en los campos de 
Junín, Ferré y Pergamino. 
Tratamiento Rendimiento (Kg/ha) Aumento* (Kg/ha) Aumento (%)** 
Control sin inoculación 4560,3 
 
  
Inoculación: 
 
 
  
E. sp. 1.24 4683,1 122,8 2,7 
E. sp. 1.24+E. sp. 2.14 4634,4 74,1 1,6 
E.sp.2.14 4760 199,7 4,4 
Rizofos 4676,8 116,5 2,6 
(*) Aumento del rendimiento (kilogramos por hectárea kg/ha). 
(**) Aumento porcentual del rendimiento. 
 
5.2.2 Ensayos de inoculación de maíz 
Ferré 
Los resultados del análisis de rendimiento se presentan en la Tabla 17. El 
tratamiento control e inoculado con la cepa E.sp.2.14 no presentaron 
diferencias significativas, mientras que la co-inoculación con las cepas registró 
una disminución significativa del 3,3% con respecto al control. Los tratamientos 
inoculados con la cepa E.sp.1.24 e inoculante comercial exhiben aumentos con 
respecto al control del 3,1% y 1,7%, respectivamente. Por el contrario, el 
rendimiento del cultivo inoculado con la cepa E.sp.2.14 fue inferior al control.  
Junín 
Encontramos que los tratamientos inoculados con E.sp.1.24, la co-inoculación y 
con el inoculante comercial, registraron aumentos del rendimiento con 
significancia estadística comparado con el control, el aumento fue del 5%, 4.8% 
y 6.8%, respectivamente. Los tratamientos control e inoculado con la cepa 
E.sp.2.14 no presentaron diferencias estadísticamente significativas entre sí, 
aunque la inoculación generó un aumento del 2.9%. 
Pergamino 
El rendimiento aumentó con la inoculación con las cepas E.sp.2.14 (1.4%), 
E.sp.1.24 (0.4%) y con el inoculante comercial (2.4%), pero sin significancia 
estadística con respecto al control. Por el contrario, en el tratamiento co-
inoculación con las cepas aumentó un 2,7 %, y fue significativo.  
Tesis Doctoral  Capítulo V Efren V. Ramos C. 
131 
 
En la Tabla 18 se presentan los resultados de rendimiento de las tres 
localidades en conjunto (10 ensayos). El análisis estadístico indica que entre 
los tratamientos inoculados con las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 y los 
inoculados con el inoculante comercial no hubo diferencias estadísticamente 
significativas con respecto al control, aunque se observó un aumento del 
rendimiento en los tratamientos inoculados con la cepa E.sp.2.14 (1,5%), cepa 
E.sp.1.24 (2,9%), con co-inoculación de las cepas (1,6%) y con el inoculante 
comercial (3,8%). 
Se concluye que la inoculación con nuestras cepas estimula el crecimiento a 
campo, aumentando los rendimientos del maíz en un nivel ligeramente inferior 
al obtenido con el tratamiento de inoculación con el producto comercial con P. 
fluorescens. Cabe aclarar que las semillas utilizadas en los ensayos descritos 
tuvieron un tratamiento con el producto químico Acceleron, el cual no fue 
evaluado en su efecto sobre las cepas.  
Con respecto a las evaluaciones de las variables fisiológicas en los ensayos de 
maíz se encontró que los tratamientos inoculados con las cepas e inoculadas 
con el producto comercial no exhibieron diferencias significativas (Tabla S8, S9 
y S10).  
5.2.3 Ensayos de inoculación de soja 
Los resultados de los rendimientos en soja se presentan en la Tabla 19.  
Ferré 
El tratamiento control registró el rendimiento más bajo (5538.1 Kg/ha), mientras 
que el tratamiento inoculado con la cepa E.sp.2.14 exhibió la respuesta más 
alta (5818 kg/ha). La inoculación con la mezcla de las cepas E.sp.2.14+E. 
sp.1.24, E.sp.1.24+Rizoliq y el tratamiento con Rizoliq registraron aumentos en 
el rendimiento, pero no fueron significativos comparados con el control. 
Los tratamientos: E.sp.2.14+E.sp.1.24+rizoliq, E.sp.1.24 E.sp.2.14+Rizoliq y 
E.sp.2.14 exhibieron incrementos en el rendimiento del 2,9%, 3,9%, 3,1 y 5%%, 
respectivamente, siendo estadísticamente significativos comparados con el 
control.  
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Tabla 17 Valores promedio de rendimiento en las localidades Junín, Ferré y Pergamino. Diferencias entre los tratamientos y el 
control. 
 
Promedio del rendimientos de las campañas de siembra 
 
Localidad Ferré Localidad Junín Localidad Pergamino 
Tratamiento 
Rendimiento Aumento Aumento  Rendimiento Aumento Aumento Rendimiento Aumento  Aumento 
 (Kg/ha) (Kg/ha) * (%)** (Kg/ha) (Kg/ha) * (%)**  (Kg/ha) (Kg/ha) * (%)** 
Control 9494,5b 
 
  12296,1 a 
 
  11462,8 a 
 
  
Inoculación: 
 
 
  
  
  
 
 
  
 E. sp. E. sp. 2.14 9491,6 b -2,8 -0,03 12659,9 a 363,8 2,96 11628,0 a 165,2 1,4 
 E. sp. 1.24 9801,4 c 306,9 3,15 12916,0 b 619,9 5,04 11505,5 a 42,7 0,4 
 E. sp. 1.24+E. sp. E. sp. 
2.14 9171,7 a -322,7 -3,31 12863,8 b 567,7 4,62 11766,8 b 304 2,7 
Rizofos 9667,6 c 173,1 1,77 13135,5 c 839,5 6,83 11741,9 a 279,1 2,4 
Se aplicó análisis de varianza contrastando las medias con el test Tukey. Los subíndices indican diferencias estadísticamente significativas (p>0.01).  
(*) Aumento del rendimiento (kilogramos por hectárea kg/ha). 
(**) Aumento porcentual del rendimiento. 
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Tabla 18. Valores promedio del rendimiento a campo de granos de maíz por 
hectárea en diferentes localidades Bonaerenses.  
Tratamiento Rendimiento (Kg/ha) Aumento (Kg/ha) * Aumento (%)** 
Control sin 
inoculación 
11084,4 
  
Inoculados: 
   
E. sp. E. sp. 2.14 11259,9 175,4 1,58 
E. sp. 1.24 11407,6 323,2 2,92 
E. sp. 1.24+E. sp. 2.14 11267,4 183 1,65 
Rizofos 11515 430,6 3,88 
(*) Aumento del rendimiento (kilogramos por hectárea kg/ha). 
(**) Aumento porcentual del rendimiento.  
 
Junín 
El rendimiento en el caso de las combinaciónes de E.sp.2.14+ 
E.sp.1.24+Rizoliq, y E.sp.1.24+Rizoliq registraron aumentos del 3,8% y 5,6%, 
respectivamente, con significancia estadística respecto al control. 
Contrariamente los rendimientos de los tratamientos inoculados con la cepa 
E.sp.2.14, E.sp.1.24, E.sp.2.14+ E.sp.1.24, E.sp.2.14+Rizoliq y con Rizoliq no 
mostraron significancia estadística.  
Pergamino 
Los tratamientos inoculados con las cepas E.sp.1.24, E.sp.2.14+E.sp.1.24 y el 
tratamiento con Rizoliq, exhibieron aumentos estadísticamente significativo en 
el rendimiento comparados con el control, los aumentos fueron del 7,4%, 
19,3% y 8,4%, respectivamente. Por el contrario, los tratamientos 
E.sp.2.14+E.sp.1.24+Rizoliq, E.sp.2.14 y E.sp.2.14+Rizoliq no presentaron 
diferencias significativas respecto del control, aunque generaron un aumento 
en el rendimiento. 
Cuando se agruparon los rendimientos correspondientes a las tres localidades, 
la comparación de los respectivos promedios (9 ensayos) no reveló diferencias 
significativas respecto al control (Tabla 20), pero pudimos observar una 
tendencia a aumentar los rendimientos en los tratamientos inoculados con las 
cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24, con el inoculante comercial y sus respectivas 
variantes. 
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Podemos concluir que las cepas E. sp. 2.14, E.sp.1.24 estimulan el crecimiento 
de soja, lo cual se reveló en los valores de rendimiento de grano. En algunos 
casos, como en el tratamiento con la cepa E.sp.1.24 (4,3%) y las co-
inoculación de las cepas (7.7%), se superaron los rendimientos obtenidos con 
el inoculante comercial a base de Bradyrhizobium sp. Estos resultados son 
auspiciosos para avanzar en la formulación de un producto de uso práctico 
para el agricultor, alternativo o complementario del uso de fertilizantes 
biológicos y químicos.  
Entre los tratamientos E.sp.1.24+Rizoliq, E.sp.2.14+Rizoliq y 
E.sp.1.24+E.sp.1.24+Rizoliq, se registró algún tipo de sinergismo, por lo cual 
hay un menor rendimiento si se compara los tratamientos con las cepas e 
inoculante comercial aplicados de forma independiente. En la literatura se 
encuentran reportes de inoculación de bacterias PGPR con capacidad de 
generar aumentos en los rendimientos en cultivos de soja a campo [262]–[265], 
encontramos interesante y novedoso que la inoculación con nuestras cepas 
incrementan rendimientos en los cultivos ensayados.  
Con respecto a las variables fisiológicas evaluadas, en Ferré resultó que las 
siguientes variables no presentaban diferencias significativas comparadas con 
el control: Número de nódulos en la raíz principal, número de nódulos raíces 
secundarias, número de nódulos totales, peso seco de los nódulos de corona, 
de raíz principal, secundaria y peso seco de los nódulos totales (Tabla S11). En 
cuanto a la variable número de plantas por metro lineal, se observó un mayor 
número de plantas en el tratamiento con inoculación de la mezcla 
E.sp.2.14+Rizoliq y el tratamiento con la cepa E.sp.2.14, siendo 
estadísticamente significativo comparado con el control. Las plantas inoculadas 
con la cepa E.sp.2.14, E.sp.1.24 y el tratamiento con la cepa E.sp.2.14+Rizoliq 
presentaron un mayor número de nódulos, siendo significativo respecto del 
control.  
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Tabla 19. Valores promedio de rendimiento de las campañas de siembra en soja en campos las localidades Junín, Ferré y 
Pergamino.  
 
 
  Promedio de Campañas localidad Ferré Promedio de Campañas localidad Junín Promedio de Campañas localidad Pergamino 
Tratamiento Rendimiento (Kg/ha) 
Aumento 
(Kg/ha)* 
Aumento 
(%)** 
Rendimiento 
(Kg/ha) 
Aumento 
(Kg/ha)* 
Aumento 
(%)** 
Rendimiento 
(Kg/ha) 
Aumento 
(Kg/ha)* 
Aumento 
(%)** 
Control sin inoculación 5538, 1a 
 
  4566,4 a 
 
  5228,4 a 
 
  
Inoculación:  
 
  
  
  
  
  
E.sp.1.24 + E.sp.2.14 + 
Rizoliq 5700,1 b 162 2,9 4740,8 b 174,4 3,8 5274,5 a 46,1 0,9 
E. sp. 2.14 5815,7 d 277,6 5 4575,6 a 9,3 0,2 5370,1 a 141,7 2,7 
E. sp. 1.24 5752,1 c 214 3,9 4638,2 a 71,9 1,6 5613,53 b 385,13 7,4 
E.sp.1.24 + E. sp. 2.14 5598,1 a 60 1,1 4693,9 a 127,6 2,8 6236,43 c 1008,03 19,3 
 E.sp.1.24 + Rizoliq 5572,0 a 33,9 0,6 4822,7 c 256,4 5,6 5247, 8a 19,43 0,4 
E.sp.2.14 + Rizoliq 5710,7 a 172,6 3,1 4700,1 a 133,7 2,9 5160 a -68,4 -1,3 
Rizoliq* 5630,1 a 92 1,7 4633,3 a 66,9 1,5 5666,3 b 437,9 8,4 
Se aplicó análisis de varianza contrastando las medias con el test Tukey. Los subíndices indican diferencias estadísticamente significativas (p>0.01)  
(*) Aumento del rendimiento (kilogramos por hectárea kg/ha).  
(**) Aumento porcentual del rendimiento (en porcentaje). 
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Tabla 20. Valores promedio del rendimiento de soja en conjunto de las 
localidades  
Tratamiento Rendimiento (Kg/ha) Aumento (kg/ha)* Aumento (%)** 
Control sin inoculación 5110,9 
  
  
  Inoculación: 
 
  E.sp.1.24 + 214 + Rizoliq 5238,4 127,5 2,4 
E. sp. E. sp. 2.14 5253,8 142,8 2,7 
E. sp. 1.24 5334,6 223,6 4,3 
E.sp.1.24 + E. sp. 2.14 5509,4 398,5 7,7 
E.sp.1.24 + Rizoliq 5214,1 103,2 2 
E.sp.2.14 + Rizoliq 5190,2 79,3 1,5 
Rizoliq 5309,8 198,9 3,8 
 (*) Aumento del rendimiento (kilogramos por hectárea kg/ha).  
(**) Aumento del rendimiento (en porcentaje). 
 
En Junín se encontró que la variable número de nódulos de la corona, exhibió 
aumento significativo en los tratamientos E.sp.2.14+E.sp.1.24+Rizoliq y el 
tratamiento con la cepa E.sp.2.14. (Tabla S12). Las variables número de 
nódulos en la raíz principal, número de nódulos raíces secundarias, número de 
nódulos totales, peso seco de los nódulos de corona, de raíz principal, 
secundaria, peso seco de los nódulos totales y número de plantas por metro 
lineal no se encontraron diferencias significativas con respectos al control. 
En Pergamino, las variables número de plantas, número de nódulos totales, 
peso seco de nódulos de raíz principal, secundaria y peso seco de nódulos 
totales no registraron diferencias estadísticamente significativas comparadas 
con el control (Tabla S13). Los tratamientos inoculados con la cepa E.sp.1.24 y 
el tratamiento con Rizoliq, presentaron un aumento en el número de nódulos de 
la corona, siendo estadísticamente significativos con respecto al control. El 
número de nódulos de raíz principal muestra un aumento significativo en los 
tratamientos con co-inoculación con las cepas E.sp.2.14+E.sp 2.24, con la 
cepa E.sp.2.14 + Rizoliq, con la cepa E.sp.1.24 y el inoculante comercial 
Rizoliq. La variable número de nódulos de la raíz secundaria registro aumento 
significativo en el número de nódulos, en el tratamiento 
E.sp.2.14+E.sp.2.24+Rizoliq cuando se comparó con el control.  
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Por otra parte se observó un aumento significativo en el peso seco de los 
nódulos de la corona en los tratamientos con las cepas E. sp. 2.14+ E.sp.1.24 y 
en el tratamiento con la cepa E. sp. 2.14+ Rizoliq. Se puede concluir que las 
cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 tienen la tendencia de aumentar el número de 
nódulos en soja, esto quizás se deba a una mayor área radicular, producto de 
la estimulación de las cepas, lo que favorecería un aumento de eventos de 
infección con sus simbiontes Bradyrhizobium sp, conduciendo a la formación 
de un mayor número de nódulos. Este efecto ya ha sido reportado por 
Prakamhang et al. (2015) en ensayos de inoculación de soja con bacterias 
PGPR, donde observaron un aumento del número de nódulos y mayor peso, 
atribuido a un área radical superior, por la estimulación de las bacterias PGPR.  
5.3 Conclusiones  
En este capítulo se han descripto los efectos de la inoculación con las cepas 
E.sp.2.14 y E.sp.1.24 sobre cultivos de interés agronómico, en dos ambientes 
de crecimiento, ambiente controlado y a campo. Los resultados evidencian que: 
La inoculación con las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 aumentan diversos 
parámetros de crecimiento en tomate, trigo y alfalfa, cultivados en condiciones 
ambientales controladas. Los resultados encontrados soportan el rol 
estimulante de crecimiento, de las bacterias  aplicadas sobre diferentes 
especies vegetales.  
La inoculación de las semillas de trigo, maíz y soja tanto con la cepa E.sp.2.14 
como con E.sp.1.24 y crecidas a campo, registraron aumentos del rendimiento 
de grano. Los resultados muestran en primer término la validación a campo de 
los rendimientos observados en el laboratorio.  
En particular, para nuestro país no se han reportado ensayos de promoción de 
crecimiento de trigo, maíz y soja a campo con cepas del género Enterobacter 
sp. El análisis de los resultados del presente trabajo indican la interacción 
positiva entre las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 y trigo, maíz y soja, en las tres 
localidades, alcanzándo aumentos de los rendimientos, en algunos casos 
significativos respecto a los controles y tratamientos con los inoculantes 
comerciales.  
Se ha demostrado un interés creciente en el uso de biofertilizantes compuestos 
por microorganismos benéficos, que mejora el crecimiento de las plantas a 
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través del suministro de nutrientes, mantienen una buena salud y la 
productividad en los suelo [266]. Sin embargo, una discrepancia en los 
resultados de los rendimientos entre ensayos en laboratorio y a campo ha 
limitado su uso comercial generalizado, muy probablemente debido a la 
incapacidad de los inóculos para competir con la microflora nativa del suelo e 
incapacidad para adaptarse al microambientes de la zona rizosférica, esto 
limitaría la asociación entre las bacterias inoculadas y la raíz [147], [154], [267], 
[268] lo que conllevaría a la variabilidad en los resultados de los rendimientos 
en los cultivos a campo. También, es posible que la formulación del inoculante 
condiciones la eficiencia de las cepas. En este contexto podemos inferir que los 
resultados obtenidos en el aumento de rendimiento a campo, demuestra la 
capacidad de las cepas para alcanzar a establecer asociación con las raíces de 
las plantas, competir con las bacterias nativas del suelo y colonizar de forma 
efectiva sus tejidos, y de esta forma expresar su potencial de promoción de 
crecimiento en los cultivos estudiados. Al evaluar los rendimientos en las tres 
localidades en su conjunto, para cada cultivo, se encontró que la inoculación 
con las cepas e inoculante comercial no muestran diferencias estadísticamente 
significativas con el control, esto quizás se deba a la alta variabilidad que se 
registró en los rendimientos entre las localidades. La variabilidad y 
reproducibilidad de resultados a campo ha sido encontrado y descrito por otros 
autores. Sin embargo, es posible especular respecto a posibles factores. La 
variabilidad en el rendimiento estaría afectada por el nivel de P en los suelos ya 
que los mayores rendimientos se registran en la localidad de Pergamino, donde 
el P tiene una mayor concentración de 18,4 ppm, seguido de la localidad de 
Ferré, (13 ppm) y por último la localidad de Junín (4,7 ppm). Los rendimientos 
de los cultivos evaluados tienden a aumentar en los tratamientos inoculadas 
con las cepas. Tomado el conjunto de datos, se concluye que las cepas 
E.sp.2.24 y E.sp.1.24 tienen un gran potencial de bioestimulante para el uso 
comercial. 
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Introducción  
La ocurrencia de una amplia diversidad de microorganismos endófitos 
diazotróficos asociados a cultivares de importancia agronómica ha sido 
descripta en varias publicaciones aplicando técnicas de secuenciación masiva, 
huella dactilar y cultivo dependientes. El análisis de las secuencias nifH sugiere 
que una importante proporción de estos endófitos se corresponden con 
microorganismos aún sin identificación taxonómica y/o no han sido cultivados in 
vitro [81], [122], [123], [269]–[275]. En estos estudios se encuentra rasgos 
interesantes en la abundancia y dominancia de la comunidad fijadora dentro de 
la endofítica [209], [270]. Por otra parte se ha reportado que estas 
comunidades son principalmente afectadas por factores tales como el tipo de 
suelo, el estado fenológico y nutricional de la planta, la fertilización química e 
inoculación con bacterias PGPR, indicando que son dinámicas y se adecúan a 
los diferentes cambios ambientales [131], [270], [273], [275]–[277]. 
Las metodologías independientes del cultivo celular han sido muy útiles para 
ahondar en el conocimiento sobre la estructura de la comunidad con 
potencialidad de fijar nitrógeno en ambientes naturales. La identificación de las 
secuencias nifH obtenidas a partir del ADN, permite aproximarnos a la 
diversidad de las comunidades de fijadores, y la definición del perfil de las 
comunidades endofíticas. Burbano et al. (2011) [93] estudiaron la estructura de 
la comunidad endófita activa en raíces de caña de azúcar a través del análisis 
de secuencias ADN-nifH, revelando que la mayor parte de los transcriptos 
presentaron alta homología con el gen nifH de Rhizobium rosettiformans. En 
análisis de secuencias nifH, a partir del ADN de tejidos desinfectados 
superficialmente de arroz mostraron una amplia diversidad de genes nifH 
relacionados con Gama-, Beta-, Alfa-, y Deltaproteobacterias, Firmicutes, 
Cyanobacterias [209]. Se ha sugerido que el interior de los tejidos vegetales es 
un ambiente propicio para que se lleve a cabo la FBN, ya que contiene bajos 
niveles de oxígeno y relativamente alto en fuentes de carbono, siendo favorable 
para activar la enzima nitrogenasa y soportar los requerimientos nutricionales 
de los endófitos [31], [278]–[281]. Cabe destacar, que la presencia de 
secuencias nifH en el ADN no implica necesariamente que las mismas 
correspondan a bacterias activas en este proceso, ya que FBN es un proceso 
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fuertemente regulado, tanto a nivel transcripcional como al post-traducciónal 
[282].  
En el presente capítulo se describen los resultados del estudio de secuencias 
nifH de la comunidad endofítica de trigo mediante las técnicas de RFLP y 
pirosecuenciación, efectos de la inoculación con bacterias PGPR y el sitio de 
cultivo. 
Objetivos 
 Evaluar, mediante técnicas metagenómicas, los efectos de la inoculación 
con bacterias PGPR en la comunidad endófita fijadora de nitrógeno en 
plantas de trigo. 
Objetivos específicos  
 Investigar la comunidad endófita fijadora de nitrógeno en plantas de trigo 
cultivadas a campo, evaluando los efectos de la inoculación con 
bacterias PGPR y sitio de cultivo. 
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6. Resultados y Discusión 
6.1 Consideraciones generales sobre la metodología experimental 
Con el propósito de evaluar el efecto de la inoculación de cepas PGPR en la 
comunidad endofítica de plantas de trigo creciendo a campo, se propuso el 
siguiente ensayo: en dos sitios, situados en la escuela agrotécnica Ferré y en el 
campo Las Alias en Junín, Provincia de Buenos Aires, se contemplaron dos 
tratamientos, 1- tratamiento co-inoculado con las cepas Enterobacter sp. 2.14 y 
E.sp.1.24, y 2- tratamiento control (sin inoculación). Se realizó un único 
muestreo a los 120 días post-inoculación, en la etapa fenológica llenado de 
grano. El ADN extraído de los tejidos desinfectados (tallo y raíz en conjunto) 
fueron analizados por RFLP y pirosecuención del gen nifH.  
6.2 Selección de cebadores para la reacción de PCR  
Para el examen de la diversidad de los fijadores de nitrógeno por la técnica de 
RFLP, Poly et al. 2014) [131] sugieren los siguientes criterios en la selección de 
los cebadores nifH; que su uso permita amplificar un rango amplio de la 
diversidad de especies fijadoras de nitrógeno manteniendo especificidad para 
el grupo y que el tamaño del fragmento de amplificación resulte aceptable para 
permitir la obtención de perfiles distintivos de la comunidad de fijadores de 
nitrógeno. 
Dentro de este contexto, Gaby y Buckley (2012) evaluaron 51 pares de 
cebadores universales y 23 específicos de grupos para la amplificación del gen 
nifH [283]. Los autores evaluaron la capacidad de amplificación in silico, 
encontrando que solo 15 de los 51 pares de cebadores universales 
presentaban la potencialidad de amplificar más del 90% de las secuencias nifH 
anotadas en la base de datos pública. El resto solo amplificaba menos del 50% 
de las mismas. Luego evaluaron experimentalmente la capacidad de 
amplificación de los 15 cebadores universales usando como molde ADN de 
suelo y de una colección de cepas fijadores de nitrógeno, encontrando que solo 
3 pares de cebadores amplificaban satisfactoriamente genes nifH [283]. 
Teniendo en cuenta lo observado por estos autores y la experiencia acumulada 
en nuestro laboratorio, seleccionamos los cebadores PolF/PolR, 19F/nifH3 y 
nifH11/nifH22 (Tabla 21) para ensayar su eficiencia de amplificación. Varios 
autores han reportado el uso de estos cebadores en la amplificación de los 
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endófitos fijadores de nitrógeno de muestras ambientales [122], [162], [168], 
[284], [285].  
 
Tabla 21. Pares de cebadores evaluados para la amplificación del gen nifH 
Cebadores  Posicióna  Tamañob Referencia 
PolF/PolR  115-476  362 [122], [284] 
19F/nifH3  19-494  476 [286] 
nifH11/nifH22  118-476  359 [286] 
a. Posición del amplicón respecto al gen nifH de A. vinelandii (Genbank ACCN# M20568)  
b.Tamaño del amplicón en pares de bases nucleotídicas esperado de acuerdo con el gen nifH de Azotobacter 
vinelandii.  
 
Con los cebadores seleccionados, se realizó un análisis exploratorio utilizando 
como molde el ADN extraído de tejidos de plantas de trigo. La reacción de 
PCR, usando los cebadores PolF/PolR, resultó con baja eficiencia de 
amplificación. Seguidamente, a fin de aumentar la eficiencia de la reacción, se 
ensayaron variaciones de los parámetros que afectan la reacción PCR. Así se 
modificaron la temperatura de hibridación y la concentración de MgCl2. Dado 
que las modificaciones ensayadas no resultaron exitosas y considerando los 
estudios in silico de Gaby y Buckley (2012) donde muestran que este par de 
cebadores PolF/PolR cubre solo el 25% de la diversidad nifH [283], decidimos 
no utilizar los mismos. Posteriormente, se ensayó la PCR anidada con los 
cebadores 19F/nifH3 (1ra PCR) y nifH11/nifH22 (2da PCR) de acuerdo a las 
condiciones descriptas por Yeager et al. (2004) [166]. Con estos cebadores se 
obtuvo un producto único de amplificación con el tamaño esperado (359 pb) 
para el gen nifH (Figura 42) y con eficiencia suficiente (aproximadamente 50 
ng/µl) para el estudio de la comunidad de endófitos fijadora de nitrógeno 
mediante la técnica de huella dactilar RFLP y pirosecuenciación. 
Tesis Doctoral  Capítulo VI Efren V. Ramos C. 
144 
 
 
 
Figura 42. PCR anidada de nifH. Amplificación por PCR anidada [166] del gen nifH a partir 
de ADN de trigo. Calles 1-Ferré no inoculado 2-(FC), 3-Ferré inoculado (FI_co), 4-Junín no 
inoculado (JC), Junín inoculado (JI_co), (+) y (-) indican los controles positivos (Azotobacter 
vinelandii) y negativo, respectivamente. En el margen derecho de la figura, la flecha indica el 
fragmento nifH de 359 pb. En el margen derecho se muestra la banda de 500pb del marcador 
de tamaño molecular (MPM) de 100pb (PB-L Productos Bio-Lógicos ®). 
6.2.1 Perfiles de RFLP-nifH del pool de amplicones de endófitos fijadores 
de nitrógeno 
En la detección de polimorfismos de ADN comúnmente se utilizan enzimas de 
restricción con sitios de reconocimiento de cuatro pares de bases debido a que 
esto incrementa la probabilidad de hallar dichos polimorfismos en una 
secuencia dada. La capacidad de discriminación y resolución de la técnica de 
RFLP aumenta con el uso de varias endonucleasas [107], [131], [287], [288]. 
Dentro de este grupo, las endonucleasas MspI y HaeIII han sido ampliamente 
utilizadas en el estudio de la diversidad del gen nifH en muestras ambientales 
[122], [130], [131], [286]. Asimismo, en nuestro laboratorio las endonucleasas 
MspI y HaeIII fueron utilizadas para examinar la diversidad de fijadores de 
suelo aplicando la técnica de T-RFLP, la cual permitió encontrar diferencias en 
la comunidad diazotrófica asociadas a prácticas agronómicas y profundidad del 
suelo [289]. Considerando estos antecedentes, en el presente análisis de 
RFLP-nifH utilizamos las endonucleasas HaeIII y MspI. Tomando como 
referencia los estudios mencionados anteriormente y las experiencias en 
nuestro laboratorio se tomó la decisión de utilizar la endonucleasas 
mencionadas anteriormente para la técnica de RFLP de la comunidad 
endofítica fijadora de nitrógeno de trigo.  
Con el propósito de evaluar la reproducibilidad del procedimiento usado para 
generar los RFLP se realizaron 3 repeticiones de cada muestra de ADN-nifH 
analizada y se realizaron las respectivas digestiones con las endonucleasas 
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mencionadas. Los resultados fueron consistentes entre sí, esto confirma la 
reproducibilidad del procedimiento que adoptamos en nuestros estudios y le da 
robustez y confianza a las conclusiones obtenidas a partir de dichos datos. 
6.3 Análisis de la comunidad endófita de trigo mediante RFLP 
Es esperable que la incubación con endonucleasas de ADN amplificado a partir 
de un molde complejo consistente en una mezcla de genomas presentes en 
una muestra ambiental genere un perfil complejo de fragmentos de restricción 
[122], [131], [162], [290]. El resultado obtenido a partir de las muestras de trigo 
indica que el ADN extraído de los tejidos desinfectados superficialmente, 
generó productos de amplificación nifH que presentaban varios sitios de 
reconocimiento para las enzimas ensayadas (Figura 43). 
Los perfiles RFLP-nifH de trigo con las endonucleasas MspI y HaeIII están 
compuestos por fragmentos de tamaño variable entre los 50 pb y 359 pb 
(Figura 43). Las muestras de cada localidad presentan perfiles semejantes y 
comparables entre ellos. La localidad de Ferré sin inocular presenta el perfil 
más distintivo, con una banda diferencial de 100 pb en la digestión con MspI 
(Figura 43 A) y dos bandas de aproximadamente 150 y 200 pb, con HaeIII 
(Figura 43 B), mientras que las muestras de la localidad de Junín presentan 
bandas similares entre los tratamientos. 
 
Figura 43. Perfiles de digestión de amplicones nifH de endófitos de trigo. Gel analítico de 
agarosa 1.5% mostrando las bandas obtenidas después de la incubación con las 
endonucleasas MspI (panel A) y HaeIII (panel B), respectivamente. Las calles 1-4 
corresponden a los tratamientos FI_co, FC, JC, JI_co. En panel B las calles 5-8 corresponden 
a JC, FC, JI_co, FI_co. El rectángulo encierra a las bandas encontradas particularmente en la 
muestra FC. 
  
Los resultados de los análisis de agrupamiento (UPGM) se presentan en la 
Figura 44. Se observa la formación de dos grupos, A y B que se corresponden 
con los respectivos lugares de muestreo, indicando que las comunidades 
endofíticas de trigo difieren entre los dos sitios de cultivo (Junín-Ferré). El 
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grado de similitud entre los dos tratamientos de Ferré es menor al 50%, 
mientras que entre las muestras de Junín es superior al 80% (Figura 44). 
Resultados similares se observaron aplicando un análisis de ordenación 
(PCoA) (Figura 45). En el patrón de distribución de los diferentes tratamientos 
se forman 3 grupos bien definidos; en el primero encontramos agrupados los 
tratamientos de Junín, mientras, que los tratamientos de Ferré se encuentran 
formando dos grupos separados entre sí. La cercanía en el plano de los 
tratamientos de Junín indica un alto grado de similitud entre sus comunidades 
por lo que se puede inferir que la inoculación con las cepas PGPR no alteró la 
estructura de la comunidad. Contrariamente, los tratamientos de la localidad de 
Ferré se encuentran distanciados en el plano indicando alta divergencia en sus 
comunidades, lo que indicaría una alteración de la comunidad endofítica 
fijadora de nitrógeno debido a la inoculación con las bacterias PGPR. 
 
 
Figura 44. Análisis de agrupamiento basado en el coeficiente de similitud Bray-Curtis 
utilizando la matriz de RFLP-nifH. En el dendrograma UPGMA de los perfiles RFLP del gen 
nifH se realizó a partir de las matrices obtenidas de la digestión con las endonucleasas MspI y 
HaeIII de forma conjunta. La nomenclatura JC, JI_co hace referencia a las plantas cultivadas 
control e inoculadas, respetivamente de la localidad de Junín y FC, FI_co hace referencia las 
plantas cultivadas control e inoculadas, respetivamente de la localidad de Ferré. 
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Figura 45. Análisis de coordenadas principales (PCoA) calculados a partir de la matriz 
obtenidas de las imágenes RFLP-nifH de endófitos de trigo y usando Bray Curtis. Las 
matrices construidas con el conjunto de los productos de la digestión con las endonucleasas 
HaeIII y MspI. La nomenclatura JC, JI_co hace referencia a las plantas cultivadas control e 
inoculadas, respetivamente de la localidad de Junín y FC, FI_co hace referencia las plantas 
cultivadas control e inoculadas, respetivamente de la localidad de Ferré. 
  
Podemos concluir que la composición de la comunidad endófita fijadora de 
nitrógeno de trigo es afectada principalmente por el sitio de cultivo, ya que las 
comunidades son diferentes en los dos sitios de cultivo analizados (Junín-
Ferré). Asimismo, nuestros resultados indicarían que el efecto de la inoculación 
es dependiente del sitio, ya que se observa un mínimo efecto en Junín, 
mientras que, en la localidad de Ferré la inoculación afectó fuertemente la 
estructura de la comunidad endofítica fijadora de nitrógeno. Sin embargo, 
considerando que son ensayos a campo y por ende presentan variables 
ambientales no controladas, no podemos descartar que en la localidad de Ferré 
haya existido algún otro factor, no considerado en nuestro ensayo, que afecte a 
la comunidad endofítica. 
Reiter et al.(2003) [162] utilizaron RFLP para estudiar las comunidades 
endófitas fijadoras de nitrógeno de batata, encontrando una gran diversidad de 
endófitos fijadores de nitrógeno en las diferentes variedades analizadas. 
Mientras que Neves et al.(2017) [275] demostraron que la comunidad endófita 
de pino fue afectada por el sitio geográfico donde se realizaron los muestreos. 
Los cambios composicionales de las comunidades asociadas a las plantas son 
atribuidas a las características de los suelos que determinan las comunidades 
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bacterianas presentes en ese ambiente y que luego migran a las raíces de las 
plantas para colonizarlas tanto de forma externa como interna. 
A partir de los estudios mencionados y de nuestros datos de las comunidades 
endofíticas fijadoras de nitrógeno de trigo, el análisis de RFLP es útil para 
revelar la diversidad microbiana de la comunidad endofítica y detectar cambios 
en los perfiles de las comunidades promovidos por variables tales como la 
inoculación de bacterias PGPR y el sitio de cultivo.  
6.4 Pirosecuención del gen nifH de la comunidad de endófitos de trigo  
La pirosecuenciación de los amplicones nifH amplificados a partir del ADN 
extraído de las cuatro muestras de trigo (sitios Ferré y Junín, tratamientos co-
inoculados y control) resultó en un total de 91860 lecturas. Estas secuencias, 
fueron procesadas siguiendo el protocolo informático descripto en Capítulo II y 
previamente aplicado en nuestro laboratorio [120], [121], [289]. 
Luego de la eliminación de secuencias de baja calidad, quimeras, secuencias 
cortas y corrimientos de marcos de lectura, se obtuvo una base primaria curada 
que consistió de 25099 lecturas totales y 6669 secuencias aminoacídicas 
únicas. Estas secuencias fueron agrupadas en 1911 unidades operacionales 
(OTUs) adoptando el umbral de 98% de similitud a nivel aminoacídico. Aunque 
el valor umbral del 98% similitud para establecer OTUs es relativamente alto 
comparado al valor utilizado en otros estudios, fue considerado aceptable en 
nuestros estudios ya que las secuencias de los genes codificadores de 
proteínas presentan un alto grado de similitud a nivel de especie [291]. 
Además, fue conveniente mantener consistencia con estudios previos en 
nuestro laboratorio en el análisis de las comunidades en suelos de la Provincia 
de Buenos Aires [120], [121]. 
El numero de secuencias por tratamiento fue normalizado utilizando el 
comando sub.sample de Mothur. Se eliminaron los OTUs representados por 
una secuencia, los clasificados dentro del cluster 4, correspondientes a 
secuencias nifH parálogas, y aquellos que no fue posible clasificar con el 
programa ARB. El análisis de las secuencias nifH de trigo resultó en un total de 
534 OTUs y 1802 secuencias por tratamiento. 
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6.4.1 Abundancia y distribución de los OTUs  
La abundancia de los OTUs de la base de datos presentó una significativa 
variación entre ellos, pocos OTUs presentaron alta abundancia, sólo el 0.5% de 
ellos (n=10) superó el número de 200 secuencias por OTU, mientras que el 
39% presentaron solo una secuencia (Figura 46). Este tipo de perfil de 
distribución de abundancias relativas, en el cual se evidencia la predominancia 
de grupos “raros” fue reportado en diferentes estudios de muestras ambientales 
analizadas por pirosecuenciación [120], [121], [274], [292]–[294] y pone de 
manifiesto la capacidad de esta técnica para revelar las especies menos 
abundantes, que en nuestro análisis conforman más del 90% de la población. 
Asimismo, se debe tener en cuenta que la tecnología de pirosecuenciación 
presenta sus errores con tasas de hasta el 3% [295]. Teniendo en cuenta estas 
limitaciones y siguiendo criterios de estudios previos de otros autores y de 
nuestro laboratorio, decidimos excluir del análisis aquellos OTUs cuya 
representatividad sea menor a dos secuencias considerando que podrían 
corresponder a posibles errores de la tecnología utilizada [46], [120], [274], 
[296], [297]. 
 
  
 
Figura 46. Abundancia de secuencias para los 1911 OTUs en trigo. La abundancia se 
cuantificó como el número de secuencias por OTU. La línea horizontal separa a los OTUs que 
presentaron más de 200 secuencias. 
 
6.4.2 Estimación de la diversidad y de la riqueza de la comunidad fijadora 
de nitrógeno 
Con el fin de evaluar de la diversidad y la riqueza de las secuencias nifH se 
utilizaron los estimadores de riqueza SChao1 y de diversidad Shannon-Wiener 
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(H’). Los índices de riqueza proporcionan información cuantitativa del número 
de especies presentes en la comunidad, mientras que los índices de diversidad 
indican la abundancia de especies y su distribución en la comunidad [298]. Las 
curvas de rarefacción son otro estimativo de la riqueza que permite comparar 
muestras con diferente número de secuencias y visualizar el grado de 
cobertura alcanzado en la secuenciación [140]. 
En la Figura 47 se presentan las curvas de rarefacción de los OTUs originados 
en relación al número de secuencias de cada tratamiento. Se observa que si 
bien las muestras no alcanzan su valor máximo y constante en el número de 
OTUs, todas las curvas exhiben una tendencia asintótica. Por otra parte, el 
estimado de riqueza no paramétrico RCChao-1 (Tabla 22), muestra que todos los 
tratamientos alcanzan valores mayores al 90 %, lo que estaría indicando que 
se alcanzó a secuenciar una proporción importante de la comunidad endofítica 
fijadora de nitrógeno de trigo. Considerando un valor de corte de 1802 
secuencias, correspondiente a la muestra con menor número de secuencias 
(FC), podemos obervar que los tratamientos de Junín, inoculado y control, 
presentan el mayor número de OTUs en comparación con las muestras de 
Ferré. 
 
 
 Figura 47. Estimación de la riqueza de OTUs de endófitos diazótrofos de trigo por medio 
de curvas de rarefacción. La línea vertical indica el punto en la curva correspondiente al 
menor número de secuencias (1802) de la muestra FC. Las curvas de rarefacción se 
construyeron utilizando el método de re-muestreo sin reemplazo, mediante la ejecución del 
comando rarefacción. single en el entorno Mothur. 
 
 
 
 
Tesis Doctoral  Capítulo VI Efren V. Ramos C. 
151 
 
Tabla 22. El estimador de riqueza (Chao-1) y diversidad Shannon-Wiener 
(H′). Se calcularon a partir de la biblioteca nifH de endófitos de trigo con OTUs 
definidos al 98% de similitud a nivel de aminoácidos.  
 
 Localidad de Ferré Localidad Junín 
FC FI_co JC JI_co 
SeqN 1802 2253 4690 4593 
SeqNn 1802 1802 1802 1802 
Sob 161 195 338 350 
H' 3.668 3.757 3.459 3.534 
Chao-1 176 206.8 367 360.1 
RCChao-1 91 94 92 97 
SeqN, número de secuencias por muestra, SeqNn, número de secuencias normalizado por 
muestra, Sobs, número de OTUs detectados a un nivel de distancia filogenética del 2%, RC, 
cobertura relativa calculada como el número de OTUs dividido por la riqueza estimada 
(SChao1). 
 
De manera similar, el análisis de varianza simple (One way ANOVA) muestra el 
efecto del sitio sobre la riqueza endofítica (Figura 48-B). Las secuencias de 
Ferré presentaron valores de Chao-1 significativamente mayores (r2= 0.98; 
p=0,0083) comparados con los de Junín. Por el contrario la diversidad (H′) no 
varía significativamente entre sitios (r2=0,86; p= 0,7) (Figura 48-A). Por otra 
parte, cuando se consideró la variable inoculación analizando los dos sitios 
como réplicas, no se observaron diferencias significativas para ninguno de los 
dos parámetros (H′: r2=0,72 p= 0,1; Chao-1: r2=0,19 p= 0,6). Comparando los 
tratamientos dentro de cada sitio, observamos que los valores de diversidad y 
riqueza son similares dentro de cada sitio, excepto en la localidad de Ferré, 
donde los valores de riqueza (Chao-1) son ligeramente más altos en el 
tratamiento inoculado comparado con el control (Tabla 22). Sin embargo no es 
posible analizar estadísticamente este efecto debido a la ausencia de réplica.  
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Figura 48. Efecto de los sitios de muestreo sobres la diversidad (H') panel A y Riqueza 
(Chao1) panel B en comunidad endófitas fijadoras de nitrógeno de trigo. Las letras indican 
diferencias significativas entre los tratamientos (p > 0,05). 
Concluyendo, la diversidad de la comunidad diazotrófica endofítica de trigo no 
parece ser afectada por el sitio o la inoculación, mientras que la riqueza de la 
misma es afectada por el sitio. En investigaciones previas se ha encontrado 
que la inoculación no parece afectar la diversidad o riqueza de la comunidad 
toda, sino específicamente la abundancia de algunos grupos. En este sentido 
Zhihua et al. (2017) [276] encontraron que la inoculación con Azospirillum sp. 
B510 no modifica la diversidad endofítica de plantas de arroz, pero estimula 
una mayor abundancia de algunos filotipos bacterianos. Asimismo, García et al. 
(2010) [299] reportan que la inoculación con Azospirillum brasiliense modifica la 
composición pero no la diversidad de la comunidad rizosférica de trigo. 
Neves et al.(2017) evaluaron los efectos del sitio de cultivo en la composición 
microbiana de endófitos de pino, indicando que riqueza y diversidad están 
principalmente asociadas a la localización geográfica del cultivo, este efecto es 
atribuido a las condiciones ambientales de cada lugar y al tipo de suelo que 
condicionan las comunidades bacterianas, las cuales posteriormente colonizan 
los tejidos internos de las raíces las plantas [275]. Podemos inferir por nuestros 
resultados que la riqueza de la comunidad endófita fijadora de N2 de trigo se 
encuentra afectada por las diferentes condiciones microambientales y 
características edáficas del sitio del cultivo.  
6.4.3 Patrón de diversidad beta de la comunidad endófita fijadora de 
nitrógeno de trigo 
Para comparar la estructura de las comunidades endófitas fijadoras de 
nitrógeno de los distintos tratamientos y localidades (β diversidad), aplicamos 
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dos criterios, uno de ellos consistió en la aplicación de la medida de similitud 
Bray-Curtis usando la matriz de abundancias relativas de los OTUs nifH, en el 
otro análisis se aplicó la medida de distancia weighted UniFrac entre pares de 
muestras, la cual utiliza las distancias filogenéticas entre los OTUs y sus 
abundancias relativas [300], [301].  
Como se observa en los PCoA resultantes, los dos análisis de similitud 
composicional mostraron el mismo ordenamiento de los tratamientos (Figura 49 
A y B). Por otra parte, en ambos criterios se explica una alta variabilidad de los 
datos en el componente principal (PC1) con valores del 67.94 % y 71.6 % para 
el análisis Bray-Curtis y weighted UniFrac, respectivamente. 
 
Figura 49. Análisis de coordenadas principales (PCoA) a partir de la abundancia de los 
OTUs usando Bray Curtis (A), y la abundancia de los OTUs y sus relaciones filogenéticas 
usando weighted UniFrac (B). Los círculos coloreados en rojo pertenecen a la localidad de 
Junín y en amarillo para la localidad de Ferré. La nomenclatura JC, JI_co hace referencia a las 
plantas cultivadas control e inoculadas, respetivamente de la localidad de Junín y FC, FI_co 
hace referencia las plantas cultivadas control e inoculadas, respetivamente de la localidad de 
Ferré. 
 
Las divergencias en el plano conformaron tres grupos referenciados como A, B 
y C. Los dos tratamientos de Junín aparecen agrupados (grupo A) y separados 
de los tratamientos de Ferré, indicando que las comunidades endofíticas 
fijadoras de N2 de las plantas de trigo de Junín son altamente similares entre sí, 
y distintas de las comunidades presentes en Ferré. Analizando las matrices de 
distancia en un análisis de agrupamiento UPGMA, se pude observar la similitud 
entre los tratamientos de Junín es mayor al 80% (Figura 50). Este 
ordenamiento permite deducir que la comunidad endofítica es afectada por el 
sitio del cultivo, y la inoculación no altera la composición de la comunidad 
endofítica en Junín. Por el contrario, los tratamientos de la localidad de Ferré 
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se separan del grupo de Junín y entre sí, formando los dos grupos restantes 
(grupos B y C). Por lo que se puede inferir un cambio en la estructura de la 
comunidad endófita fijadora de nitrógeno en la localidad de Ferré como 
consecuencia de la inoculación.  
 
Figura 50. Análisis de agrupamiento entre las comunidades endófita fijadoras de 
nitrógeno de trigo. El grado de similitud de las comunidades de los distintos tratamientos y 
localidad se visualizan en los dendrograma resultante del análisis de agrupamiento UPGMA 
realizado con el programa Mothur para weighted UniFrac y Bray-Curtis en Past. En el panel A 
muestra el dendrograma utilizando Bray-Curtis y en el panel B se muestra el dendrograma 
utilizando weighted UniFrac. 
 
Los resultados del análisis de Venn soportan la evidencia del efecto de la 
inoculación en las comunidades. Así, los tratamientos de la localidad de Junín 
comparten 172 OTUs (Figura 51-A) mientras, que los tratamientos de la 
localidad de Ferré solo comparten 67 OTUs (Figura 51-B).  
 
Figura 51. Diagrama de Venn que grafica el número de los OTUs compartidos entre los 
tratamientos de Ferré (A) y Junín (B). 
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Lundberg et al. (2012[272] analizaron el microbioma de raíces de Arabidopsis 
thaliana en plantas cultivadas en dos suelos de características físico-químicas 
diferentes, encontrando que la composición de la comunidad endofítica fue 
principalmente afectada por el tipo de suelo. Esto abre el interrogante sobre 
cómo el suelo y sus características físicas y químicas se encuentran 
influenciando la composición de la comunidad endofítica fijadora de nitrógeno 
de trigo. Los suelos de Junín con una textura limoso-gruesa (serie Junín) se 
encuentran excesivamente drenados en comparación con los de Ferré, los 
cuales presentan una textura franco-limoso-fina (serie rojas) [159]. Por otra 
parte, en sus propiedades químicas estos suelos son similares en valores de 
pH, NO3, N-Org, N-Total y carbono orgánico pero difieren en los niveles de P, 
observándose valores significativamente más altos en Ferré (21,8 ppm) en 
comparación con los de Junín (2 ppm). (Tabla S14).  
Concluyendo, el sitio de cultivo es el principal factor que se encuentra 
afectando la composición de la comunidad endófita de trigo tanto en las 
abundancias relativas como en sus componentes filogenéticos. En las plantas 
de Ferré también se observa un efecto por la inoculación, específicamente la 
desaparición de algunos componentes (OTUs) presentes en las plantas no 
inoculadas. Por el contrario, en Junín no se observan diferencias 
composicionales por la inoculación. Es interesante observar que este resultado 
es coincidente con los obtenidos con análisis RFLP. 
De acuerdo con Mallon et al. (2015) [261] la introducción de microorganismos 
en un ambiente se considera exitosa cuando causa un impacto suficiente para 
generar cambios en la estructura de la comunidad original. La resistencia de un 
sistema a la invasión es el resultado de la diversidad microbiana presente. 
Nuestro resultado demostraría que la introducción fue exitosa en Ferré, 
mientras que por el contrario, en Junín la ausencia de alteración podría 
deberse a que no hubo establecimiento de las cepas inoculadas o 
alternativamente que la estructura de la comunidad endofítica presente fue más 
estable y resistente al efecto de la inoculación. 
6.4.4 Asignación taxonómica a las secuencias nifH de endófitos de trigo 
En esta sección se presenta la asignación taxonómica de las secuencias nifH 
que fueron determinadas anteriormente. Para esto se adoptó la clasificación de 
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secuencias nifH propuesta por Zehr et al. (2014) [177] consistente en un 
agrupamiento en clusters (grupos) y subclusters (sub-grupos). Brevemente, el 
cluster I comprende las secuencias nifH de las nitrogenasas convencionales 
(Fe-Mo), principalmente de miembros de los fila Proteobacteria, Cianobacteria, 
ciertos Firmicutes (Paenibacillus) y Actinobacteria (Frankia). En el cluster II se 
agrupan las secuencias de nitrogenasas alternativas (Fe-Fe y Fe-V) y las 
pertenecientes a las arqueas metanogénicas, mientras que en el cluster III se 
encuentran secuencias nifH de bacterias anaeróbicas estrictas, incluyendo 
Clostridia y reductoras de sulfato. Las secuencias pertenecientes al cluster IV 
no se consideran en el análisis debido a que comprende las secuencias 
parálogas de nifH. 
En la Tabla 23 se resume la distribución de los filotipos aplicando este criterio 
de clasificación a nuestra base de datos. Encontramos como predominantes 
secuencias de los subclusters 1J/1K (47.65%) principalmente relacionadas con 
el orden Rhizobiales, 1E (19.08%) relacionadas con Paenibacillus, 3 
relacionadas con los órdenes Clostridiales y Desulfovibrionales (17.64%) y 1B 
(10.94%) relacionadas con cianobacterias. Los subclusters 1A (Geobacter y 
Anaeromyxobacter), 1G (Pseudomonadales y Enterobacteriales) y 1P 
(Rhodocyclales) comprendieron menos del 4% de las secuencias. No se 
detectaron secuencias relacionadas con nifH de nitrogenasas alternativas o de 
arqueas metanogénicas (Cluster II). 
6.4.4.1 Distribución de los subclusters nifH en las comunidades de los 
tratamientos la comunidad de endófitos 
La distribución de los subclusters en relación con los tratamientos y sitios de 
muestreo se muestran en la Figura 52. Se encontró que los subclusters 1J/1K 
(Rhizobiales y Rhodospirillales) y 1E (Paenibacillus) son mayoritarios en todas 
las muestras, excepto en el tratamiento control de Ferré. El orden Rhizobiales 
se encuentra reportado en varios trabajos como uno de los grupos más 
abundantes de la comunidad endofíticas en general, y en particular de la 
comunidad endófita fijadora de nitrógeno (nifH) [122], [123], [123], [209], [270], 
[272], [275]. 
Algunos subclusters presentaron distribución diferencial por sitio/tratamiento. 
Las secuencias del subcluster 3 (Clostridiales y Desufovibrionales) se 
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encontraron principalmente en los suelos de Ferré, siendo el grupo mayoritario 
en el tratamiento control (58.15%) y presentando menor valor (11,67%) en el 
tratamiento inoculado. En contraste, los subclusters 1G (Pseudomonadales y 
Enterobacteriales) y 1P (no cultivadas relacionadas con Rhodocyclales) se 
encuentran en mayor proporción (11, 68%) y exclusivamente en el tratamiento 
inoculado de Ferré (0,3%), respectivamente. 
Por otra parte, el subcluster 1B (Cianobacteria) si bien estuvo presente en 
todos los tratamientos, se encuentra mayormente representado en los 
tratamientos de la localidad de Junín (JC 20,7% y JI_co 19,2%). De manera 
similar, las secuencias del subcluster 1A, muy abundantes en el suelo y 
mayormente relacionadas con Geobacter y Anaeromyxobacter, se encontraron 
en mayor proporción en las plantan crecidas en Junín (JC 3,1% y JI_co 2,5%). 
Resumiendo, la inoculación con bacterias PGPR está modificando la 
abundancia de las secuencias nifH de los subclusters 1G y 3B en la localidad 
de Ferré, y los grupos propios de este sitio son los subclusters 1G, 1P y 3, 
entretanto la distribución de los subclusters entre los tratamientos de Junín no 
difieren entre sí, este sitio se caracteriza por mayor presencia de los 
subclusters 1B y 1E que la localidad Ferré. El subclusters 1J/1K tiene una 
representación significativa en todos los tratamientos y localidades. 
Estos resultados indican la existencia de una diversidad apreciable de bacterias 
fijadoras de nitrógeno, con una clara predominancia de ciertos grupos en el 
caso de los dos sitios de cultivo. 
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Tabla 23. Asignación filogenética de las secuencias nifH encontradas en trigo 
Cluster/ 
Subcluster  
Nº sec. 
(%) 
Nº OTUs 
(%) 
Filo Orden-género* 
I 
1A 1,4 3,18 Delta- 
Pelobacter, Geobacter y 
Anaeromyxobacter 
1B 10,94 21,34 Cyanobacteria 
Nostocales (Nostoc, 
Anabaena, 
Cylindrospermopsis) 
1E 19,08 19,11 Firmicutes Paenibacillus 
1G 3,15 4,3 Gamma- 
Pseudomonas, Brenneria 
(Enterobacteriales), 
Thiocystis (Chromatiales) 
1J/1K 47,65 38,2 Alfa- 
Rhizobiales (Rhizobium, 
Bradyrhizobium, 
Sinorhizobium) y 
Rhodospirillales (Azospirillum) 
1P 0,08 0,18 Beta- Rhodocyclales 
III 3 17,64 13,67 Firmicutes, Delta 
Acetivibrio, Clostridium, 
Desulfovibrio y 
Desulfobacterium 
* Órden o género de las secuencias más cercana a las secuencias predominantes del 
subclusters 
 
Se ha propuesto que el suelo, sus propiedades físico-químicas y 
microbiológicas, así como el estado fenológico y nutricional de la planta 
influyen sobre la estructura de la comunidad endófita [273], [275], [303]. 
Lundberg et al. (2012)[272] analizan la distribución de los grupos taxonómicos 
de la comunidad endofítica en plantas de Arabidopsis thaliana encontrando que 
la misma está fuertemente influenciada por el tipo de suelo y por la capacidad 
de la planta para reclutar bacterias en la zona rizosférica, las que luego 
ingresan a los tejidos internos. Además, demuestran que varios grupos 
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taxonómicos se encuentran comúnmente tanto en suelo como formando parte 
de la comunidad endófita (Bradyrhizobiaceae, Rhodospirillaceae y 
Burkholderiaceae).  
A partir de nuestros resultados y lo reportado en la literatura, se puede concluir 
que la comunidad endófita fijadora de nitrógeno es afectada por diferentes 
cambios en el ambiente circundante a la raíz de las plantas trigo (tipo de suelo 
e inoculación de bacterias PGPR) y estos factores modularían la presencia y 
abundancia de las poblaciones diazotróficas en los diferentes sitios de cultivo 
del trigo. 
 
 
Figura 52. Distribución de filotipos nifH en la comunidad de los diferentes tratamientos. 
6.4.4.2 Clasificación taxonómica de los OTUs más abundantes en trigo 
Considerando que los 17 OTUs más abundantes (con más de 100 secuencias) 
representan una proporción importante (60.8%) de la base de datos, se realizó 
la asignación filogenética (Figura 53.A) y su distribución en los diferentes 
tratamientos (Figura 53.B). Las relaciones filogenéticas de los OTUs se 
analizaron utilizando la base de datos de referencia de secuencias nifH de Zehr 
et al.(2014) [177]. A continuación, se describen los OTUs más abundantes en 
cada uno de los subclusters nifH observados en trigo. 
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Subclusters 1J/1K 
Los OTUs 0, 2, 11 y 15, clasificados dentro del subclusters 1J/1K se 
encontraron relacionados con secuencias del orden Rhizobiales, 
particularmente con las especies Rhizobium etli (OTUs 0 y 2, 99% de similitud) 
y Bradyrhizobium sp. (OTUs 11 y 15, 99% de similitud), Los cuatro OTUs se 
encontraron presentes en todos los tratamientos, siendo los OTUs relacionados 
con Rhizobium etli los más abundantes en la comunidad endófita de trigo. Los 
OTUs relacionados con Bradyrhizobium sp. fueron más abundantes en los 
suelos de Ferré (Figura 53 panel B). 
Los rizobios son bacterias capaces de fijar nitrógeno en asociación simbiótica 
con plantas leguminosas [270]. Nuestros resultados indicarían que el orden 
Rhizobiales no solo está asociado a las plantas en dicha simbiosis sino que 
parece ser un componente importante de la comunidad endofítica. Existe 
extensa referencia a la presencia de rizobios como endófitos de especies de 
interés agronómico. Se ha observado que especies de los géneros 
Bradyrhizobium y Rhizobium parecen ser componentes importantes de la 
comunidad endófita diazotrófica en plantas de arroz, caña de azúcar, trigo y 
batata [130], [209], [270], [273]. 
Subcluster 3 
6 OTUs abundantes fueron clasificados dentro del subcluster 3. Dos de ellos 
(OTUs 18 y 19) se encontraron relacionados con el orden Clostridiales, 
presentando mayor similitud (89%) con la secuencia nifH de Cellulosilyticum sp. 
mientras que los cuatro restantes (OTUs 4, 5, 17 y 6) se encontraron 
relacionados con secuencias del orden Desulfovibrionales, presentando la 
mayor similitud (90%) con la secuencia nifH de la especie Desulfobacterium 
autotrophicum. Las secuencias clasificadas dentro de este subcluster fueron 
detectadas exclusivamente en las muestras de la localidad de Ferré. Por otra 
parte, los OTUs relacionados con el orden Clostridiales (18 y 19) solo se 
detectaron en el tratamiento inoculado, e inversamente los OTUs tipo 
Desulfovibrionales fueron propios del tratamiento control, siendo el grupo 
mayoritario en este tratamiento. El análisis de componente principal utilizando 
la matriz de abundancia de los subclusters (Figura S3) mostró que la presencia 
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de este subcluster es determinante para la separación de los tratamientos FC y 
FI_co en la gráfica. 
Estos resultados indican que los filotipos nifH tipo Clostridiales y 
Desulfovibrionales están siendo afectados por el sitio del cultivo, y que en 
determinadas condiciones (como las dadas en Ferré) son componentes 
predominantes de la comunidad endofítica vegetal de trigo. Estas son 
poblaciones heterótrofas, dependientes de altas concentraciones de nutrientes, 
los suelos de Ferré presentan valores superiores de P (21,8 ppm) en relación a 
Junín (2 ppm). Por otra parte, como fuera descripto en secciones anteriores, los 
suelos de Junín están excesivamente drenados, lo que no promovería las 
condiciones necesartias para estimular grupos aneróbicos. Los suelos de 
Ferré, si bien no está mal drenados, presentan una textura franco-limoso-fina 
que podría promover procesos reductivos localizados. Asimismo, estos filotipos 
están siendo afectados por la práctica de la inoculación, la cual parece estar 
ejerciendo un efecto de reemplazo de poblaciones, Desufovibrionales por 
Clostridiales, que viven en condiciones similares (mismo nicho), dado que las 
especies de ambos órdenes son en su mayoría anaeróbios estrictos.  
El subcluster 3 contiene diversos linajes nifH en su mayoría anaerobios 
obligados, incluyendo géneros como, Clostridium, Treponema, Desulfovibrio, 
Chlorobium, y arqueas metanogénicas como Methanosarcina barkeri [173]. Los 
mismos fueron encontrados formando parte de la comunidad diazotrófica 
potencial en diferentes ambientes [122], [304], [305]. Se ha observado que 
secuencias nifH relacionadas con la especie Desulfovibrio gigas son 
predominantes en raíces de arroz [170]. Asimismo, Ferrando et al.(2015)[122] 
reportaron que filotipos nifH relacionados con los órdenes Clostridiales y 
Desulfovibrionales son significativamente más abundantes en plantas de arroz 
bajo condiciones de inundación.  
Subcluster 1B 
Los OTUs abundantes 7, 3 y 10 fueron clasificados dentro del subcluster 1B y 
se encontraron relacionados con el orden Nostocales, presentando mayor 
similitud (99%) con la secuencia nifH de Nostoc sp T09, bacteria endófita de 
raíces coraloides [306]. Los OTUs 1B se encontraron exclusivamente en 
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plantas de Junín y se presentan distribuidos equitativamente y en altas 
proporciones en ambos tratamientos, control (20,7%) e inoculado (19,1%). 
Las cianobacterias son bacterias fotosintetizadoras oxigénicas, aeróbicas, 
pueden fijar N2 en vida libre en diferentes ambientes como suelos áridos, 
ambientes acuáticos y agua de deshielo [173], [307], [308], o asociadas con 
plantas y microorganismos [309]. Son componentes endófitos de varias 
especies de interés agronómico como arroz, papa, chontaduro, trigo, tomate, 
maíz y en cultivos forestales com pino [275] [81], [122], [269], [310]–[313]. En 
nuestro laboratorio Calderoli et al. (2016) [289] reportan al orden Nostocales 
como uno de los grupos diazotróficos abundantes, asociados principalmente al 
estrato superficial de suelos agrícolas de la región pampeana argentina. 
Spencer y Linquist (2014)[314] reportaron en ensayos a campo con arroz que 
la aplicación de P de forma superficial incrementaban de 4 a 8 veses la 
presencia de cianobacterias. Resultados similares fueron reportados en aguas 
contaminadas con productos industriales que contenían altas concentraciones 
de P [315], [316]. La abundancia de cuanobatcerias también se encontró 
relacionada con los valores de pH del suelo [317]. Nuestros resultados no son 
coincidentes con estas relaciones, los suelos analizados presentan valores de 
pH similares y las cianobacterias se encuentraron presentes en el suelo con 
menor cantindad de P (Junín 2 ppm; Ferré 21,8 ppm). Sin embargo varios de 
los resportes acerca de la abundancia de cianobacterias y su relación con 
factores condicionantes en el suelo se relacionan con cianobacterias en vida 
libre, en nuestro ensayo las mismas están en su estado endófito, por ende 
podría existir algún factor microambiental dentro de las plantas de Junín que 
esté promoviendo la presencia del grupo. 
Concluyendo, nuestros resultados indican que una población relacionada con 
Nostoc puede ser un componente importante de la comunidad diazotrófica 
endofítica de trigo y que su presencia está condicionada por el sitio de cultivo 
de las plantas.  
Subcluster 1E 
Los OTUs 1, 22, 9 y 25 fueron clasificados dentro del subcluster 1E y 
relacionados con secuencias nifH del género Paenibacillus mostrando los 
mayores valores de similitud con Paenibacillus durus (OTU 1, 95%), 
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Paenibacillus graminis (OTUs 9 y 25, 99%) y con una secuencia no cultivada 
endófita de plantas de arroz sometidas a inundación [122] (97%) (OTU 22). El 
OTU 1 es el filotipo más abundante del subcluster y se encuentró 
principalmente en Junín, el resto de los OTUS fueron observados 
principalmente en la localidad de Ferré. En relación a los tratamientos, excepto 
uno (OTU 22) los filotipos 1E no presentaron diferencias de abundancia por 
tratamiento. Estos resultados indican que la abundancia de los filotipos 1E 
depende del sitio de cultivo de las plantas y no es afectada por la inoculación 
con las bacterias PGPRs ensayadas. 
El género Paenibacillus comprende más de 89 especies, son bacterias 
anaerobias facultativas formadoras de endospora, Gram positivas, que se 
encuentran en distintos ambientes [76], [318]–[320]. Se podría definir al género 
Paenibacillus como un grupo ubicuo entre la comunidad endófita de diferentes 
especies vegetales, encontrándose en semillas de trigo [273], arroz [122], [321] 
y plantas micropropagadas de álamos, alerce y abeto [322], así como formando 
parte de la comunidad fijadora de N en arroz, batata y maíz [122], [270], [323]  
Podemos concluir, que similar a lo observado en otras especies vegetales, el 
género Paenibacillus es un componente importante de la comunidad endófita 
potencialmente fijadora de N en trigo, y que su abundancia es principalmente 
afectada por el sitio de cultivo. 
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Figura 53. Relación filogenética de los OTUs abundantes presentes en la comunidad 
endófita de trigo (panel A) y distribución en los diferentes tratamientos (Panel B). Se 
presentan los OTUs abundantes (cajas verdes) y las secuencias más cercanas de la base de 
datos nifH. En el Panel B se presenta en gráfico tipo heatmap la distribución relativa de cada 
OTU en los diferentes tratamientos. La paleta de colores vira de azul, indicando los valores 
más bajos, a rojo, indicando los valores mayores. El árbol de filogenia se construyó en el 
programa MEGA con secuencias aminoacídicas parciales de nifH usando el método 
Neighbour-Joining y un bootstrap de 1000 réplicas. 
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6.5 Conclusiones 
Nos propusimos caracterizar la comunidad endófita fijadora de nitrógeno de 
plantas de trigo. La hipótesis de trabajo consistió en asumir que las bacterias 
fijadoras de nitrógeno son un conjunto diverso y que esa diversidad podría ser 
afectada por la inoculación con cepas PGPR o por el sitio de cultivo. La 
extracción de ADN de los tejidos fue satisfactoria en cuanto a la calidad y 
cantidad lo que nos permitió obtener un pool de moléculas de ADN 
representativa de la comunidad la cual se utilizó para amplificar por PCR el gen 
nifH para su posterior análisis. 
El análisis de RFLP sobre productos de PCR -nifH de trigo fue una herramienta 
útil y efectiva para evaluar la presencia de microorganismos fijadores de 
nitrógeno provenientes de los tejidos internos de trigo. Asimismo, esta técnica 
fue eficiente para revelar cambios de la comunidad endófitas por el sitio de 
cultivo y por la inoculación de bacterias PGPR (en la localidad de Ferré PCoA y 
UPGM).  
La pirosecuenciación de los amplicones de ADN-nifH resultó en una base de 
datos representativa de la comunidad endofítica potencialmente fijadora de N 
en trigo. La aplicación de diversas herramientas informáticas al análisis y 
curado de estos datos primarios resultó en una biblioteca de calidad aceptable 
para encarar estudios comparativos los cuales nos permitieron llegar a los 
resultados que se resumen a continuación. 
Encontramos que la diversidad de la comunidad diazotrófica endofítica de trigo 
no fue afectada por las variables ensayadas, el sitio de cultivo o la inoculación, 
mientras que la riqueza de la misma es afectada por el sitio.  
Por otra parte, describimos la asociación filogenética de los grupos más 
abundates en la base de datos ADN-nifH de endófitos de trigo. Este análisis 
demostró que las secuencias nifH predominantes se asociaron a los 
subclusters 1J/1K (Alfaproteobacteria orden Rizhobiales), 1E (Firmicutes 
género Paenibacillus), 3 (Deltaproteobacterias y Firmicutes, órdenes 
Clostridiales y Desulfovibrionales), 1B (Cyanobacteria orden Nostocales). 
Algunas de las secuencias halladas presentaron baja homología con 
secuencias de especies cultivables (subcluster 3), lo que indica que 
componentes portencialmente importantes en la fijación de N aún no han sido 
estudiados. 
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Los OTUs nifH más abundantes de la comunidad endófita de trigo presentan 
una diversidad filogenética importante la cual es principalmente afecta por el 
sitio de cultivo de las plantas. Algunos filotipos fueron ubicuos (1J/1K) mientras 
otros se hallaron asociados principalmente al sitio de cultivo, los subcluster 3 y 
1B solo se encontraron en Ferré y Junín, respectivamente, mientras que en el 
subcluster 1E el efecto del sitio es dependiente del OTU. En relación con el 
tratamiento, la inoculación se encuentra afectando pocos filotipos, 
principalmente los clasificados en el subcluster 3, en los cuales se observa un 
efecto de reemplazo de poblaciones, Desufovibrionales por Clostridiales. 
Concluyendo, la metodología de pirosecuenciación aplicada fue apropiada para 
evaluar la composición, riqueza y diversidad de la comunidad endófita fijadora 
de N de trigo y los efectos que provoca el sitio de cultivo y la inoculación de las 
bacterias PGPR.  
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CAPÍTULO VII 
CARACTERIZACIÓN DE LA 
COMUNIDAD ENDÓFITA DE 
TOMATE MEDIANTE EL 
ANÁLISIS DEL ADN-nifH  
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Objetivos 
 Evaluar los efectos de la fertilización química en la comunidad endófita 
fijadora de nitrógeno de tomate, aplicando técnicas metagenómicas. 
Objetivos específicos  
 
 Investigar la comunidad endófita fijadora de nitrógeno en tomate 
cultivado bajo el sistema de agricultura protegida y evaluar los efectos 
de la fertilización química y estado fenológico de la planta. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tesis Doctoral  Capítulo VII Efren V. Ramos C. 
169 
 
7 Resultados y Discusión 
7.1 Algunas consideraciones generales sobre la metodología 
experimental. 
Con el propósito de evaluar la comunidad endofítica de tomate y el efecto de la 
fertilización química bajo el sistema de agricultura protegida (invernáculos) se 
encaró el siguiente ensayo: los plantines de tomate fueron implantados en 
suelo del invernáculo, los mismos fueron sometidos a dos tratamientos, - 
Tratamiento fertilizado (fert): plantines regados con solución nutritiva 
consistente en N (150ppm), P (80ppm) y K (80ppm),  y – Tratamiento control 
(cont): plantines regados con agua. Se tomaron tres muestras en los siguientes 
tiempos: 1-. En la etapa de plantin al momento de su implantación en suelo 
(ant); 2-. A los 60 días de la implantación en suelo; 3-. A los 90 días de la 
implantación del suelo. Cada tratamiento fue realizado por duplicado. 
Resumiendo, se ensayaron dos tratamientos, con tres puntos de muestreo, y 
dos replicas biológicas en cada tratamiento, lo que concluye en un total de 10 
muestras (2 réplicas del tiempo 1 + 2 tratamientos x 2 muestreos x 2 réplicas). 
Se aclara que en el tiempo 1 de muestreo (ant) hay un solo tipo de muestras ya 
que son los plantines antes de la implantación a suelo y no fueron sometidos a 
ningún tratamiento. 
Las muestras fueron nombradas de la siguiente forma: El primer número 
correspondiente a la repetición, las abreviaturas (ant, cont y fert) corresponden 
al tratamiento y el segundo número corresponde al tiempo de muestreo, por 
ejemplo en la abreviatura 1-fert_3; 1 indica primera repetición; fert indica 
tratamiento con fertilización y 3 indica el tercer muestreo (90 días de 
implantados). Las plantas fueron cosechadas y sometidas a desinfección 
superficial de los tejidos. A partir del pool de raíces y tallos desinfectados se 
realizó la extracción de ADN y posterior amplificación por PCR de gen nifH. Los 
amplicones nif fueron analizados por RFLP y pirosecuención, como fue 
descripto en la sección Materiales y Métodos.  
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7.2 Análisis comparativo de las poblaciones endófitas fijadoras nitrógeno 
mediante RFLP 
El análisis por RFLP de las secuencias nifH se realizó para detectar cambios 
en los perfiles de la comunidad endófita fijadora de N2 de tomate producto de la  
transferencia de los plantines a suelos y fertilización química en los diferentes 
estados fenológicos del cultivo. 
Los amplicones nifH fueron incubados con las endonucleasas MspI y HaeIII, lo 
cual resultó en varios fragmentos de tamaños en el rango entre 359 pb a 50 pb.  
(Figura 54). Las digestiones con las endonucleasas se realizaron por duplicado 
obteniéndose perfiles-nifH similares entre las réplicas técnicas lo que pone de 
manifiesto la reproducibilidad del método. 
 
Figura 54. Perfiles en geles de agarosa de la digestión de amplicones nifH de endófitos 
tomate. Foto de un gel analítico de agarosa 1.5% mostrando las bandas obtenidas después de 
la incubación con las endonucleasas MspI y HaeIII. En el panel A se muestran los perfiles-nifH 
con la endonucleasa MspI, en el panel B se muestra los perfiles-nifH con la endonucleasa 
HaeIII. Las calles corresponden a: 1-2 primer muestreo (1-ant_1, 2-ant_1), 3, 4 segundo 
muestreo control (1-cont_2, 2-cont_2), 5 y 6 segundo muestreo fertilizado (1-fert_2, 2-fert_2), 7, 
8, 11,12 tercer muestreo control (1-cont_3, 2-cont_3) sembradas por duplicado, 9-10 tercer 
muestreo fertilizado (1-fert_3 y 2-fert_3) (+) Control positivo con Azotobacter vinelandii.  
 
Se realizó un análisis de conglomerado mediante el método de agrupamiento 
UPGMA y análisis de coordenadas principales (PCoA) sobre matrices de 
similitud basadas en las distancias de Bray-Curtis. Ambos análisis mostraron 
ordenaciones similares de las muestras (Figura 55 y Figura S3). 
En la Figura 55 se presentan los resultados del análisis de agrupamiento. 
Considerando un valor de corte de 60% de similitud, se observó la formación 
de cuatro grupos, referidos como A, B, C y D. Las muestras previas a la 
implantación al suelo se separan en una rama conformando el grupo D. En B 
se encuentran todas las muestras del segundo muestreo, tratamientos control y 
fertilizado. En el tercer muestreo se separan los tratamientos, las plantas 
fertilizadas se ubican en una rama separada del resto de las muestras 
formando el grupo A. Las plantas control de este muestreo se encuentran 
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separadas entre sí, una réplica se encuentra en una rama única dentro del 
grupo B y la otra separada sola conformando el grupo C. Solo en esta muestra 
se observa esta separación, en el resto de las muestras las réplicas biológicas 
se agruparon entre sí con valores altos (> al 72%) de similitud, lo que aporta 
confiabilidad a las relaciones observadas. 
Resumiendo, los perfiles RFLP-nifH se separan principalmente por los tiempos 
de muestreo, indicando que los estados fenológicos de la planta están 
ejerciendo un efecto marcado en la comunidad endofítica. Los mayores 
cambios se observan entre el primer muestreo (plantines antes a transferir a 
suelo) y los muestreos subsiguientes. Asimismo se observa que la fertilización 
química provocó cambios a largo plazo, ya que se observa una alteración del 
perfil de la comunidad endofítica en las plantas fertilizadas del tercer muestreo. 
Las semillas poseen una población endógena que puede ser beneficiosa para 
la germinación así como para los estadíos más tempranos del desarrollo 
vegetal. Verma et al. (2001) [236] reportaron una diversidad de bacterias 
fijadores de nitrógeno aisladas de semillas de arroz entre las que se 
encuentran predominantemente las especies Pantoea agglomerans y Klebsiella 
pneumoniae. En este aspecto, las plantas de tomate presentan una amplia 
variedad de bacterias endofíticas. Xia et al. (2015)[324] encontraron los filos 
Firmicutes y Proteobacterias como grupos predominantes de la comunidad 
endofítica de semillas de tomate, observando más de 30 especies bacterianas 
como Bacillus cereus, Burkholderia gladioli, Pseudomonas sp. y Paenibacillus 
sp.. Por otra parte, también en semillas de tomate pero analizando las 
poblaciones endófitas fijadoras de nitrógeno se encontraron las especies 
Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens [325].  
Es posible que  la mayor parte de las poblaciones que aparecen en nuestros 
plantines (antes que se transfieran a suelo), sean transmitidas desde la semilla, 
y se vaya modificando con la colonización de los grupos microbianos que se 
encuentran en el suelo y llegan a la rizósfera. Otras autores reportaron que la 
colonización de los tejidos internos depende de la comunidad nativa del suelos 
y de la capacidad de la planta para reclutar miembros de la  comunidad desde  
la zona de la rizosfera para luego ingresar a los tejido internos [209], [272], 
[326]. 
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Figura 55. Análisis de agrupamiento basado el coeficiente de similitud Bray-Curtis utilizando 
las matrices RFLP-nifH. La línea vertical celeste en el dendrograma, indica el valor de corte de 
similitud, a partir del cual se dividen los tres grupos principales. 
 
Prakamhang et al.(2009)[124] reportan en el análisis del gen nifH de la 
comunidad endófitas de arroz, indicando que la fertilización nitrogenada altera 
la comunidad de fijadores de nitrógeno, además detectaron disminución en la 
expresión del gen nifH en los tratamientos con fertilización nitrogenada. 
Rebekah et al. (2016)[273] analizando la comunidad endofítica de trigo 
mediante RFLP observaron cambios en la estructura de la misma por efecto del 
fertilizante, las dosis utilizadas y el estado fenológico de la planta.  
Podemos concluir que la estructura de la comunidad endófitica fijadora de 
nitrógeno de tomate  parece estar afectada por el estado fenológico de la 
planta, el pasaje a suelo y la fertilización química, indicando que es una 
comunidad dinámica que responde a los diferentes cambios ambientales. 
7.3 Pirosecuención del gen nifH de endófitos de tomate  
La pirosecuenciación del gen nifH a partir del ADN extraído de plantas 
desinfectadas de tomate generó un total de 1.276.602 lecturas, las cuales 
fueron procesadas para obtener una base de datos de secuencias ADN-nifH de 
alta calidad aplicando los mismos criterios aplicados para las secuencias de 
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trigo y descriptos en Materiales y Métodos. La base de datos curada resultó en 
73674 secuencias, las mismas fueron agrupadas con una similitud de 98% a 
nivel aminoacídico, resultando en la formación de 1724 OTUs. La abundancia 
de secuencias por muestra fue normalizada, posteriormente se eliminaron los 
19 OTUs que no revelaron ninguna afiliación con la base de datos nif. 
Finalmente se obtuvo un total de 1264 OTUs, 2138 secuencias por muestra.  
7.3.1 Abundancia y distribución de los OTUs. 
La distribución de la abundancia de los OTUS, medida en número de 
secuencias nifH, se presenta en la Figura 56. Los OTUs mostraron una 
significativa variación en las abundancias de secuencias, observándose que 
solo el 1,2% de los OTUs superaron el número de 200 secuencias, 0,6% se 
encuentran en el rango 100 a 195, 9,2% están en el rango de 10-100 
secuencias y más del 89% se encuentran representados por menos de diez 
secuencias. Este tipo de perfil de distribución en el que la mayoría de las 
secuencias se concentra en pocos OTUs y la mayor parte de los OTUs 
presentan pocas secuencias, comúnmente denominados ¨raros¨, fue observado 
en el análisis de pirosecuenciación de endófitos de trigo descrito anteriormente 
y reportados en diferentes trabajos de secuenciación masiva con muestras 
ambientales [120], [121], [292], [293]. 
 
Figura 56. Abundancia de secuencias para los 1724 en tomate. La abundancia se 
cuantificó como el número de secuencias por OTU. La línea horizontal separa a los OTUs que 
presentaron más de 200 secuencias. 
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7.3.2 Estimación de la diversidad y la riqueza de la comunidad fijadora de 
nitrógeno. 
En la Figura 57 se presentan las curvas de rarefacción de los OTUs originados 
en relación al número de secuencias de cada muestra. El valor de corte de 
2138 secuencias corresponde a la muestra con menor número de secuencias 
(1-cont_2). En este punto de corte, las muestras del primer muestreo (1-ant_1 y 
2-ant_1) presentan los menores valores de OTUs, mientras que los mayores 
valores se alcanzan en el tercer muestreo de las plantas no fertilizadas (1-
cont_3 y 2-cont_3). Esto indicaría que la riqueza de la comunidad diazotrófica 
se incrementa luego del pasaje a suelo y decrece por la fertilización en los 
últimos estadíos del cultivo (tercer muestreo). 
Se observa que ninguna de las muestras alcanzó la asíntota de la curva, 
indicando que el esfuerzo de secuenciación no abarca el total de la diversidad 
endofítica presente en tomate. Sin embargo, los valores del estimador de 
RCChao-1 se encuentran entre 58% a 74%, revelando que el análisis revela una 
proporción importante de la diversidad presente en las muestras (Tabla 24). 
 
Figura 57. Estimación de la riqueza de OTUs de endófitos diazótrofos de tomate por 
medio de curvas de rarefacción. La línea vertical indica el punto en la curva correspondiente 
al menor número de secuencias (2138) de la base de datos correspondiente a la muestra 1-
cont-2. Las curvas de rarefacción se construyeron utilizando el método de re-muestreo sin 
reemplazo, mediante la ejecución del comando rarefaction.single en el entorno Mothur. Las 
abreviaturas cont, fert y ant indican tratamientos control, con fertilización química y antes de 
transferir al suelo, respectivamente. Los números antes y después de la abreviatura indican la 
réplica y el tiempo de muestro, respectivamente. 
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 En la Tabla 24 se presentan los valores medios de las réplicas biológicas 
correspondientes a los estimadores de diversidad (H´), riqueza (Chao-1), SeqN, 
SeqNn, Sob y RC-Chao-1.  
Tabla 24. Estimadores de riqueza (Chao-1) y diversidad Shannon-Wiener 
(H′). Se calcularon a partir de la biblioteca nifH de endófitos de tomate con los 
OTUs definidos al 98% de similitud de las secuencias aminoacídicas. 
 
ant_1 cont_2 fert_2 cont_3 fert_3 
SeqN 14463,5 2165,5 7627,5 5112,5 5997,5 
SeqNn 2138 2138 2138 2138 2138 
Sob 252 200 229 329 253 
H' 2,5a 4,1c 2,6a 3,5b 3,0a 
Chao-1 342a 324 a 364 a 583b 383 a  
RCChao-1 74 61 63 58 68 
SeqN, número de secuencia por muestra, SeqNn, número de secuencia normalizado por 
muestra, Sobs, número de OTUs detectados a un nivel de distancia filogenética del 2%, RC-
SChao-1, cobertura relativa calculada como el número de OTU dividido por la riqueza 
estimada. Las abreviaturas cont, fert y ant indican tratamientos control, con fertilización química 
y antes de transferir al suelo, respectivamente. Los números después de la abreviatura indican 
el tiempo de muestro. Para evaluar significancias estadística de las variaciones se aplicó la 
prueba de Tukey; letras distintas indican diferencias significativas (p≤0.05). 
 
El menor valor de diversidad H′ se observó en el primer muestreo mientras que 
las plantas control del segundo muestreo presentaron el mayor valor (Tablas 
35). La transferencia de los plantines al suelo provoca un aumento de la 
diversidad de endófita fijadora de nitrógeno, lo que podría estar asociado a la 
capacidad de las raíces de tomate de reclutar poblaciones del suelo a la zona 
rizosférica y de allí al interior de los tejidos. Por otra parte, los valores de las 
plantas control fueron significativamente mayores que el resto de las plantas 
(cont_2: r2=0,99 P= 0,0010; cont_3: r2=0,99 P= 0,0028)) indicando un efecto 
negativo de la fertilización en la diversidad endofítica. Asimismo, la disminución 
significativa de la diversidad entre las plantas control del segundo muestreo y 
tercer muestreo sugiere un efecto dado por el estado fenológico de la planta 
(r2=0,98 P= 0,0082).  
En cuanto a la riqueza estimada por Chao-1 se observa que los valores de las 
plantas sin fertilización del tercer muestreo son significativamente mayores 
(r2=0.98 y P= 0,03) a los de las plantas fertilizadas (Tabla 35). Este resultado 
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es similar a lo observado con las curvas de rarefacción e indica que la 
fertilización afecta negativamente la riqueza endofítica.  
Podemos concluir que la diversidad y riqueza de la comunidad endófitica varía 
en las diferentes etapas del cultivo, en respuesta a cambios ambientales 
(pasaje a tierra), al estado fenológico de la planta, y al efecto de la fertilización 
química. 
En varias especies vegetales se ha reportado que la diversidad de las bacterias 
endofíticas va cambiando con los estados fenológicos de las plantas [303]. Por 
otra parte, se ha reportado que la fertilización nitrogenada puede afectar 
negativamente la estructura y actividad de la comunidad endófita fijadora de 
nitrógeno. Tan et al. (2003)[237] examinaron el impacto de la fertilización en las 
poblaciones diazotróficas de raíces de arroz  encontrando efectos marcados en 
la composición de la comunidad dentro de los 15 días posteriores a la 
aplicación del fertilizante. Asimismo, Prakamhang et al (2009) [124] analizaron 
plantas de arroz a campo observaron que la diversidad y la actividad de los 
fijadores de nitrógeno son afectadas negativamente por la aplicación de 
fertilizante. En este mismo sentido Ramírez et al. (1999)[327] encontraron  que 
la fertilización nitrogenada disminuye la colonización de tejidos de caña de 
azúcar por Acetobacter diazotrophicus. 
7.3.3 Patrón de diversidad beta de la comunidad endófita fijadora de 
nitrógeno de tomate 
La estructura de las comunidades endófitas de los distintos tratamientos (β 
diversidad) fue comparada utilizando los criterios descriptos previamente en 
trigo. Se aplicó la medida de similitud Bray-Curtis usando la matriz de 
abundancias relativas de los OTUs nifH, y la medida de distancia weighted 
UniFrac utilizando las distancias filogenéticas entre los OTUs y sus 
abundancias relativas. Ambos criterios de análisis mostraron ordenamientos 
similares en el plano (Figura 58 y Figura S4). Se observa que, similar a lo 
observado con el análisis de FRLP, las réplicas biológicas de cada muestra se 
encuentran cercanas en el plano, indicando una alta reproducibilidad de los 
resultados. 
Los gráficos muestran la formación de los siguientes grupos bien separados en 
el plano cartesiano: 1- las muestras del primer muestreo, 2- las plantas no 
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fertilizadas del segundo muestreo, 3- las plantas fertilizadas del segundo 
muestreo y el tercer muestreo de ambos tratamientos. 
Este ordenamiento demuestra el cambio marcado de la composición de la 
comunidad endofítica por efecto del pasaje a tierra. Asimismo, la separación de 
las plantas fertilizadas y no fertilizadas del segundo muestreo sugiere que la 
fertilización química afecta la composición endofítica en las primeras etapas del 
cultivo. 
 
 
Figura 58. Análisis de coordenadas principales (PCoA) calculados a partir de la 
abundancia de los OTUs y sus relaciones filogenéticas usando weighted UniFrac. Los círculos 
coloreados en amarillo, rojo y verde pertenecen al primer, segundo y tercer muestreo 
respectivamente. Las abreviaturas cont, fert y ant indican tratamientos control, con fertilización 
química y antes de transferir al suelo, respectivamente. Los números antes y después de la 
abreviatura indican la réplica y el tiempo de muestro, respectivamente. 
 
Prakamhang et al. (2009) [124] reportaron que el perfil de la comunidad 
endofítica de arroz es modificado cuando las mismas son sometidas a 
fertilización nitrogenada. Asimismo, Wemheuer et al. (2016) [328] encontraron 
que la fertilización provoca cambios significativos en la composición de la 
comunidad endofítica de  Dactylis glomerata L., Festuca rubra L. y Lolium 
perenne L.. 
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7.3.4 Asignación taxonómica de las secuencias nifH de endófitos de 
tomate. 
La asignación taxonómica de los diferentes OTUs se realizó utilizando la 
clasificación de secuencias nifH propuesta por Zehr et al. (2014) [177]. 
En la Tabla 25 se resume la distribución de los filotipos ADN-nifH de los 
endófitos de tomate. Encontramos que las secuencias están distribuidas en los 
clusters I y III. Predominaron secuencias del subcluster 1J/1K (68,67%), 
relacionadas a las clases Alfa, Betaproteobacterias y Nitrospiria, 
particularmente a los órdenes Rhizobiales, Rhodospirillales, Burkholderiales y 
Nitrospirales, seguido de los subclusters 1A (11,25 %), 1G (8.41%), que se 
encuentran relacionados filogenéticamente con la clase Delta (Pelobacter, 
Geobacter y Anaeromyxobacter) y Gammaproteobacterias (Enterobacteriales) 
respectivamente. Los subclusters 3 (anaerobios estrictos asociados a 
Deltaproteobacterias y Firmicutes), 1B (Cyanobacteria),  1E (Paenibacillus), 1O 
(Chromatiales), y 1P (Rhodocyclaels) se encuentran en baja proporción 
llegando sumados a nomás del 4% de las secuencias totales. No se 
encontraron grupos taxonómicos relacionados con los clusters II y IV que esta 
relacionados filogenéticamente a secuencias nifH de arqueas y secuencias 
paralogos respectivamente. 
En nuestros resultados encontramos como grupos predominantes secuencias 
relacionadas con el Phyllum Proteobacteria, en especial de las clases Alfa- y 
Beta y Gammaproteobacteria. Varios de los filotipos 1J/1K que aparecen en 
nuestros tratamientos fueron observados previamente como predominantes en 
la comunidad microbiana asociada a endófita de tomate. Romero et al. (2014) 
[294] encontraron como grupo predominante el orden Rhizobiales tanto en hoja 
como en raíz, mientras que el resto de los grupos se distribuyó de acuerdo al 
tejido, en hoja fueron abundantes los filos Gamma (Enterobacteriaceae y 
Xanthomonadaceae) y Betaproteobacteria (Rhodocyclales), mientras que en 
raíz se encontraron principalmente Deltaproteobacteria (Myxococcales). Por 
otra parte, Tian et al. (2017) [329]  analizando los endófitos de raíz de tomate 
encontraron Gammaproteobacteria (Pseudomonadales, Enterobacteriales y 
Xanthomonadales), Alfaproteobacteria (Rhizobiales), Betaproteobacteria 
(Burkholderiales) y Firmicutes (Bacillales) como grupos predominantes. 
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7.3.5 Distribución de los subclusters nifH de la comunidad de endófitos 
en distintas etapas de cultivo de tomate. 
En la Figura 59 se presenta la distribución de los subclusters en relación con 
los tratamientos y tiempo de muestreo. El subclusters 1J/1K (Rhizobiales, 
Rhodospirillales, Burkholderiales y Nitrospirales), estuvo bien representado en 
todas las muestras, siendo predominante en todos los tratamientos y 
muestreos (42%-94%) luego del pasaje al suelo. 
El subcluster 1A, relacionado con secuencias de Pelobacter, Geobacter  y 
Anaeromyxobacter, es el grupo predominante (51,4%) en las muestras previas 
al pasaje al suelo, mientras en el resto de las muestras casi no está 
representado (< 3%). Por el contrario, el subcluster 3 no se detectó en los 
plantines antes del pasaje a suelo, encontrándose presente en todas las 
muestras restantes sin presentar asociación con ningun tratamiento. 
El subcluster 1E (Paenibacillus) se encontró presente en todos los muestreos, 
presentando mayor abundancia en las plantas fertilizadas (3,5% 2do muestreo y 
7,3% 3er muestreo) comparadas con las plantas control (3% 2do muestreo y 
0.2% 3er muestreo). Con similar distribución, el subcluster 1B (Cyanobacteria) 
presentó la mayor abundancia en el tratamientos con fertilización (5% 2do 
muestreo y 2% 3er muestreo) y no se detectó en las plantas control.  
En algunos subclusters no se encontró relación con ninguna de las variables 
analizadas como por ejemplo el subcluster 1G (Enterobacteriales) el cual 
aparece presentando una abundancia significativa (42.0%) pero en una única 
muestra (segundo muestreo de las plantas no fertilizadas).  
Estos resultados estarían indicando que en plantas de tomate la transferencia a 
suelo está asociada a un cambio en la estructura de la comunidad endofítica 
fijadora de nitrógeno. Por ejemplo, la transferencia de los plantines a suelo 
provoca el incremento del grupo 1J/1K, la aparición de los subclusters 1G y 3,y 
la disminución de los grupos 1A y 1E. Por otra parte, la fertilización química 
tiene un efecto sobre la comunidad endófita fijadora de nitrógeno 
incrementando la abundancia de los subcluster 1B y 1E, mientras que 1G 
desaparece.  
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Tabla 25. Asignación filogenética de las secuencias nifH endofíticas de tomate. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Orden o género cercano a las secuencias de los subclusters presentes en la base de datos. 
Cluster Subclusters  
Nº sec. 
(%) 
Nº OTUs 
(%) 
Filo Orden-genero* 
I 
1A 11,25 8,28 Delta Pelobacter, Geobacter  y Anaeromyxobacter 
1B 1,24 2,21 Cyanobacteria Nostocales, Oscillatoriales 
1E 3,99 9,18 Firmicutes Paenibacillus 
1G 8,41 7,04 Gamma  Enterobacteriales 
1J/1K 71,69 68,67 Alfa-Beta-Nitrospirae 
Rhizobiales, Rhodospirillales,  
Burkholderiales y Nitrospirales 
1O 0,098 0,55 Gamma Chromatiales 
1F 0,028 0,31 Epsilonproteobacteria Arcobacter 
1P 0,11 0,63 no cultivable No cultivable 
III 3 3,15 3,32 Firmicutes, Delta 
Acetivibrio, Clostridium,  
Desulfovibrio y Desulfobacterium 
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Figura 59. Distribución de filotipos nifH de la comunidad de endófitos de tomate. Las 
abreviaturas indican: ant_1 primero muestreo plantas antes de transferir a suelos, cont_2 
plantas control y fert_2 plantas con fertilización química segundo muestreo, cont_3 plantas 
control y fert_3 plantas con fertilización química tercer muestreo. 
 
Concluyendo, las comunidades endofíticas fijadoras de nitrógeno son 
dinámicas en el tiempo y están siendo afectadas por la aplicación exógena de 
nutrientes. Las plantas luego del pasaje al suelo, desarrollan una interacción 
con la población rizosférica que conduce a la modificación de la estructura 
endofítica variando el perfil cualitativamente como cuantitativamente en sus 
grupos taxonómicos por el régimen de fertilización y estado fenológico.  
7.3.6 Clasificación taxonómica de los OTUs más abundantes  
Con el propósito de analizar las relaciones filogenéticas de los 24 OTUs más 
abundantes (con más de 100 secuencias), se construyeron árboles de filogenia 
utilizando la base de datos de referencia de secuencias nifH de Zehr et al., 
(2014)[177]. Estos OTUs representan una proporción importante (75.2%) de la 
base de datos ADN-nifH de tomate. 
Se observaron algunos OTUs ubicuos entre tratamientos y muestreos (OTUs 1, 
13,  y 128) así como otros que se encontraron asociados al  pasaje a suelo, 
tiempos de muestreo o a los tratamientos. Por ejemplo, los OTUs 11 y 35 se 
encuentran asociados al primer muestreo, mientras que los OTUs 2, 8, 32, 163, 
124, 974, 982, 1226, se encuentran principalmente en el segundo y tercer 
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muestreo, indicando una asociación con el pasaje a suelo. Por otra parte, los 
OTUs 64, 216, 67, 24, 107 se encuentran asociados al segundo muestreo de 
las plantas control, mientras que los OTUS 25 y 974 estuvieron presentes en el 
tercer muestreo del mismo tratamiento, indicando un efecto del tratamiento y 
estado fenológico de la planta. Por el contrario, el OTU 1336 está asociado a 
un único tratamiento, plantas fertilizadas, independiente del tiempo de 
muestreo. 
En la Figura 60 se muestra la relación filogenética de los OTUs dominantes 
dentro de la base de datos ADN-nifH y su proporción en cada uno de los 
muestreos y tratamientos. A continuación, se describen las relaciones 
encontradas en los subclusters nifH con mayor representación en nuestra base 
de datos, 1J/1K, 1A, 1G y 1E. 
-Subcluster 1J/1K 
Doce de los veinticuatro OTUs abundantes fueron clasificados dentro del 
subclusters 1J/1K. Siete de ellos se relacionaron con una similitud de 94% a 
secuencias de bacterias no cultivables de la rizosfera (OTU 982, 163, 127, 
1226, 214, 974 y 32) y lejanamente (<90%) con la especie Leptospirillum 
ferrodiazotrophum del orden Nitrospirales.  Estos OTUs no fueron detectados 
en las plantas previas al pasaje a tierra pero estuvieron presentes a partir del 
segundo muestreo en todos los tratamientos, la mayoría de ellos distribuidos en 
forma equitativa. Asimismo, los 3 OTUs relacionados con el orden 
Burkholderiales, similares a Burkholderia xenovorans (100%, OTU 2) y  
Burkholderia sp. (99%, OTU 8 y 49) tampoco estuvieron presentes en las 
plantas previas al pasaje al suelo, sin embargo en este caso la distribución en 
el resto de las muestras es diferencial por tiempo de muestreo y tratamiento. 
Los mismos se encontraron en baja proporción en las plantas control del 
segundo muestreo pero son abundantes en el tercer muestreo de estas plantas 
y en las plantas fertilizadas de ambos muestreos. Por otra parte, los OTUs 
relacionados al orden Rhizobiales, OTU 1 y 128, similares (99%) a la especie 
Rhizobium etli se encontraron en todas las muestras, pero presentan una 
distribución diferencial opuesta al grupo de OTUs Burkholderiales,  con una 
mayor proporción en las muestras previas al pasaje a tierra y en el primer 
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muestreo de las plantas sin fertilizar, indicando que el grupo es afectado 
negativamente por la fertilización y y por el estado fenológico de la planta. 
Las especies cultivadas encontradas relacionadas con estos Otus han sido 
previamente reportadas como endófitas de plantas. Leptospirillum 
ferrodiazotrophum se desarrolla oxidando al hierro ferroso y es conocido por su 
amplia distribución en depósitos de minerales y lixiviados de las minas [330]. 
Sin embargo también ha sido reportado como endófitos en especies del género 
Populus [331]. El género Rhizobium se encuentra reportado como uno de los  
grupos predominantes de endófitos de batata, papa, trigo, cebada y en  otras  
especies vegetales por lo que se  pude considerar ubicuo entres las 
comunidades endofíticas [251], [270], [271], [274], [275], [329], [332]–[336].  
Las especies del género Burkholderia se encuentran comúnmente asociadas a 
los vegetales,  como endófitas, rizosféricas y con características de promoción 
de crecimiento en cultivos de  trigo, maíz, soja caña de azúcar, tomate  entres 
otros [337]–[341]. Es interesante destacar que en trabajos previos estos 
filotipos no aparecen como componentes abundantes de la comunidad fijadora 
de N del suelo, potencial o activa (Collavino et al:[121] Calderoli et al [289]) lo 
que parecería indicar que cobra un rol fundamental como diazótrofa durante la 
asociación con la planta. 
Se concluye que la trasferencia de los plantines a suelo incorpora un grupo 
significativos de bacterias fijadoras de nitrógeno a los tejidos internos de las 
plantas de tomate. En este sentido Yang et al. (2017)[334] encontraron 
diferencias significativas en la composición del microbioma de endófitos de 
plantas de cebada crecidas en condiciones de asepsia y plántulas que 
crecieron en suelo no estéril, concluyeron que el suelo modifica fuertemente la 
comunidad endofítica, afectando particularmente ciertos grupos taxonómicos 
como las familias Enterobacteriaceae y Paenibacillaceae, los cuales 
disminuyeron en plantas crecidas en suelo y Actinobacteriaceae y 
Rhizobiaceae, los cuales se incrementan en esa condición. 
 Subcluster 1G 
Los OTUs abundantes de este subcluster (OTUs 64, 216, 107 y 24)  
presentaron similitud mayor similitud (94%) con la especie Dickeya dadantii del 
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orden Enterobacteriales. Estos filotipos solo fueron detectados en el segundo 
muestreo de las plantas no fertilizadas. La presencia de este subcluster es 
determinante para la separación de los tratamientos control y fertilizado del 
segundo muestreo (Figura S4). 
La mayor parte de las especies de Dickeya son patógenos de un amplio rango 
de cultivos y causan la podredumbres blandas [342]. Se observó que el 
subcluster 1G se relaciona también con secuencias de Pectobacterium 
atrosepticum y Paontoea sp. las cuales son comúnmente encontrados como 
patógenos de plantas. Dada estas relaciones, y considerando el concepto de 
bacterias endófitas el cual indica que son bacterias que no causan daños 
aparentes en las plantas [342], [343], estos filotipos no deberían considerarse 
componentes endofíticos de tomate. Sin embargo, la similitud encontrada es 
baja (94%) por lo que no se puede confirmar su clasificación como patógenas. 
- Subcluster 1A  
Los OTUs abundantes clasificados dentro del subcluster 1A (OTUs 35 y 13) se 
encuentran relacionados con secuencias de Geobacter lovleyi. Estos OTUs 
presentan la mayor abundancia en las plantas antes del pasaje a suelo, en el 
resto de las muestras se encuentran presentando valores mayores en las 
plantas sin fertilizar comparadas con las fertilizadas. El análisis de componente 
principal mostró que la presencia de este subcluster fue determinante para la 
separación del primer muestreo de los otros muestreos junto con el subcluster 
1J/1K (Figura S4). 
Las especies del género Geobacter son anaeróbias facultativas, con 
importancia en la biorremediación, oxidación de compuestos orgánicos y de 
ciertos metales acoplado a la reducción disimilativa de sulfato de hierro (III) 
[344]. Se ha propuesto que su capacidad para fijar N2 les proporciona una 
ventaja adaptativa a ambientes con escasos nutrientes [244]. Además, la 
capacidad de los representantes de este clado para utilizar el oxígeno como 
aceptor alternativo de electrones le da ventajas competitivas en condiciones 
óxicas/anóxicas [345]. Secuencias nifH relacionadas con este grupo de 
bacterias se encuentra descripto como componentes abundantes en la 
comunidad fijadora, potencial y activa, de suelos agrícolas de la pampa 
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argentina [121]; [120]. Asimismo, Sessitsch et al. (2012)[209] detecta a esta 
población en el metagenoma de endófitos de arroz y destaca que estas 
bacterias son propias del suelo, encontrándolas como un grupo novedoso entre 
las bacterias endófitas. 
Nuestros resultados indican son filotipos probablemente transmitidos desde la 
semilla que son afectados negativamente por la fertilización y que pueden estar 
siendo condicionados por las condiciones presentes en el suelo. 
 -Subcluster 1E 
Los OTUs abundantes de este subcluster presentaron similitud con secuencias 
de Paenibacillus massiliensis (99%, OTU 11) y Paenibacillus graminis (OTUS 
352 y 1055). El OTU 11 solo se detectó en el primer muestreo, por el contrario 
los OTUS 352 y 1055 no se detectan en estas muestras y están presentes en 
el tratamiento con fertilización del segundo muestreo, y en el tercer muestreo 
de ambos tratamientos. El género Paenibacillus comprende más de 89 
especies, son bacterias anaerobia facultativa  formadora de endospora, Gram 
positiva [346], no patógena y se localizan en distintos ambientes,[76], [318]–
[320], este género se ha  reportado en varios trabajos como endófito de trigo, 
arroz y otras especies vegetales [81], [122], [273]. Nuestros resultados nos 
permiten inferir que una parte de la población 1E se encuentra en la semilla 
(Paenibacillus massiliensis) y es afectado negativamente cuando se transfiere 
las plantas a suelo, mientras que otra población (Paenibacillus graminis) se ve 
favorecida por la fertilización química y es afectada por el estado fenológico de 
la planta. 
 
Resumiendo, en esta sección se ha encarado la asociación filogenética de los 
24 OTUs que se encontraron en mayor proporción en la base de datos nifH-
ADN, y su distribución en los diferentes tratamientos y muestreos. Este análisis 
demostró que las secuencias nifH predominantes se asociaron a los 
subclusters nifH 1J/1K (Alfa-, Betaproteobactreias y Nitrospira y bacterias no 
cultivables), 1G (Dickeya considerada como fitopatógeno), 1A (Geobacter 
considerada como bacterias de suelos), 1E (Paenibacillus) 1B (Cianobacteria) y 
3 (Clostridiales y Desulfovibrionales). Esto indicaría que nuestro análisis reveló 
tanto filotipos asimilables a especies cultivadas, como filotipos nuevos que 
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presentaron alta similitud solo con secuencias nifH metagenómicas o no 
cultivables detectadas en otros ambientes naturales. Cabe destacar que las 
secuencias con baja similitud con especies cultivables representan el 9,6% de 
base datos. 
Asimismo, se observaron algunos componentes abundantes que fueron 
ubicuos así como otros que se encontraron asociados al  pasaje a suelo, 
tiempos de muestreo o a los tratamientos analizados (fertilizado y no fertilizado) 
(Figura 60). 
 
Figura 60. Relación filogenética de los OTUs predominantes de endófitos de tomate. Los 
OTUs abundantes (recuadros color azul) presentaron más 100 secuencias nifH. Los clusters 
canónicos de nifH se indican sobre las ramas principales representan los subclusters y clusters 
en número romanos. En el margen derecho de la figura se graficó el heatmap con la 
distribución relativa de cada OTU entre los distintos muestreos y tratamientos.  Se muestran los 
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porcentajes de confianza superiores a 50% y un  bootstrap 1000repeticiones. El árbol de 
filogenia se construyó en MEGA7 con secuencias aminoacídicas parciales de nifH usando el 
método Neighbour-Joining.  
Conclusiones 
 Se caracterizó la comunidad endófita fijadora de N de tomate considerando 
tres variables, la transferencia de los plantines al suelo, la fertilización química 
y el estado fenológico de la plantas. El análisis RFLP permitió revelar cambios 
en el perfil de las comunidades endófitas por las tres variables analizadas, 
indicando que las comunidades endofíticas fijadoras de nitrógeno son 
dinámicas en el tiempo. 
La pirosecuenciación de los amplicones de ADN-nifH resultó en una base de 
datos representativa de la comunidad endofítica potencialmente fijadora de N 
en tomate. Encontramos que la comunidad diazotrófica de tomate encierra un 
alto grado de diversidad, la cual es afectada por la implantación de los 
plantines en suelo, fertilización química y el desarrollo de la planta en el suelo 
(estado fenológico).  En cuanto a la riqueza de la misma, se observa que la 
fertilización química y estado fenológico provocó cambios a largo plazo (tercer 
muestreo) sobre este parámetro. 
Por otra parte, describimos la asociación filogenética de los grupos más 
abundantes en la base de datos ADN-nifH de endófitos de tomate. Un 
componente importante (9,6% del total de la base de datos) de secuencias 
halladas presentaron muy baja homología con secuencias de especies 
cultivables (subcluster 1J/1k), lo que indica que componentes potencialmente 
importantes en la fijación de N aún no han sido estudiados y representarían 
contribuciones significativas sobre el conocimiento de la comunidad y su 
dinámica en el desarrollo de las planta. 
Los OTUs nifH más abundantes de la comunidad endófita de tomate presentan 
una diversidad filogenética importante. Algunos de estos grupos se acomodan 
y distribuyen en las distintas condiciones como transferencia a suelo de los 
plantines, fertilización y estado fenológico.  
Concluyendo, las metodologías aplicadas, FRLP y pirosecuenciación 
permitieron evaluar las diferentes propiedades de la comunidad endófita 
fijadora de N de tomate, su composición, riqueza y diversidad, analizando la 
dinámica de esta comunidad en las diferentes condiciones ambientales tales 
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como transferencia de los plantines a suelo, fertilización química y estado 
fenológico de la planta. 
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Una de las limitantes más importantes de la producción agrícola es la 
disponibilidad de nutrientes en el suelo, los cuales son esenciales para el 
desarrollo de la planta. El alto costo económico del uso de fertilizantes y 
fungicidas de origen químico, como asimismo su impacto en los 
agroecosistemas, instala a los microorganismos promotores del crecimiento 
vegetal como una alternativa comparativamente ventajosa. Se les asigna un rol 
clave en la asimilación de nutrientes, la tolerancia a estrés ambiental y en el 
buen estado fitosanitario [347]. En este marco conceptual de agricultura 
sustentable, es importante explorar la naturaleza en su diversidad de 
microorganismos PGPR, y examinar el rol e impacto sobre la productividad de 
cultivos de interés agronómico. 
En este trabajo de tesis doctoral se utilizaron dos estrategias para evaluar las 
bacterias con características PGPR. Una de ellas consistió en la evaluación de 
dos aislamientos bacterianos en sus actividad PGPRs, rizocompetencia y 
efecto de la inoculación en cultivos de interés agronómico. En la otra estrategia 
se examinó la diversidad de la potencial comunidad endofitica fijadora de 
nitrógeno, aplicando técnicas metagenómicas, y sobre la misma se evaluó el 
efecto de la inoculación con cepas bacterianas (E.sp.2.14 y E.sp.1.24), el sitio 
de cultivo, la fertilización química y estado fenológico de la planta  
 
Dos aislamientos identificados como 2.14 y 1.24 aislados de suelos de 
Corrientes, con demostrada propiedad de promoción del crecimiento de poroto, 
fueron objeto de un análisis amplio, evaluando in vitro algunos rasgos de 
promoción de crecimiento de plantas, y extendiendo la evaluación de la 
respuesta a la inoculación de otras especies vegetales. Aplicamos dos criterios 
de análisis para demostar la capacidad de las cepas para fijar nitrógeno 
atmosférico, por un lado se demostró la presencia genómica de secuencias 
homólogas al gen nifH y por otro lado se observó el desarrollo en un medio 
libre de nitrógeno fijado. No obstante estas evidencias, los resultados de 
ensayos de inoculación no indicaron un incremento de contenido de nitrógeno 
foliar, aunque las plantas mostraron aumentos en varios parámetros de 
crecimiento. Estos resultados indicarían que la mayor acumulación de biomasa 
no se explicaría por la actividad de fijación biológica de nitrógeno sino por otros 
efectores que estimulan el crecimiento. Sessitsch et al. (2012) [81] informaron 
Tesis Doctoral  Conclusiones generales Efren V. Ramos C. 
191 
 
que solo una minoría de los diazotrofos asociados a raíz, son activos desde el 
punto de vista de expresión nif-génica. Por otro lado, resultó interesante 
identificar secuencias nif en el genoma de nuestros aislamientos, teniendo en 
cuenta que el genoma de la cepa Enterobacter 638 carece de los genes nif 
[231]. Esto indica que la capacidad de FBN es variable entre las cepas de 
Enterobacter sp. y aún en los casos que posean esa capacidad, la misma no 
asegura que se expresa en asociación con la planta. Por otro lado, Bruto et al. 
(2014)[224] examinaron la distribución de genes relacionados con la promoción 
de crecimiento en un conjunto diverso de bacterias promotoras, encontrando 
secuencias nif en el genoma de 18 especies alejadas taxonómicamene 
comparadas entre si. Estos autores, proponen que en algunos casos –como 
por ejemplo el caso de los genes nif- la presencia de ciertos genes de 
promoción resultaron de la transferencia lateral. Es probable que el nivel de 
actividad fijadora por parte de nuestros aislamientos, les permite desarrollar y 
multiplicar pero, no acumulan amonia para ser secretado y asimilado por la 
planta para su crecimiento. Aún, ese nivel de sostenimiento de crecimiento 
bacteriano, es un proceso energéticamente caro, se ha estimado el uso de 
entre 8 y 30 moléculas de glucosa por molécular de nitrógeno fijado [348], 
mientras que se ha indicado que el suelo es un medio pobre en fuente de 
carbono disponible. 
 
La determinación in vitro de actividades enzimáticas asociadas a rasgos de 
promoción de crecimiento, resultó negativa para un conjunto diverso de 
enzimas. Estas enzimas han sido asociadas a distintas funciones tales como 
antagonismo del crecimiento fúngico, producción de fitohormonas etc. El 
resultado negativo de ACC deaminasa en nuestras cepas está de acuerdo con 
la ausencia del gen aca en el genoma de la cepa Enterobacter sp. 638 [349]. 
Sin embargo, contrariamente Naveed et al (2014) [350]. mostraron que el 
aislamiento de maíz, asignado a la especie Enterobacter sp. resultó activo en 
ACC desaminasa. En conjunto, estos resultados nos indica que la propiedad de 
expresar acividad ACC desaminasa es variable entre especies del género 
Enterobacter sp. Respecto a las otras enzimas líticas ensayadas in vitro, nos 
fue interesante observar que nuestros aislamientos no expresaron actividad de 
celulasas y pectinasas, en este mismo sentido también fue negativa la 
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anotación de genes codificantes de degradación de celulosa en el genoma de 
Enterobacter sp. 638. Estas enzimas fueron señaladas como protagonistas en 
la entrada a la planta de bacterias endofiticas. Recientemente, conforme a la 
expectativa de encontrarlas en la comunidad de microorganismos endofiticos, 
Sessitsch et al. (2012) [81] reportaron una relativa abundancia de genes 
asociados a celulosas, pictinasas etc. en el metagenoma de la comunidad de 
arroz. Esto sugiere que las enzimas son importantes y quizás necesarias para 
alcanzar el interior del tejido vegetal pero es una propiedad redundante en el 
caso de bacterias PGPR que actuán asociadas a la rizosfera. Más aún, 
Reinhold-Hurek et al. (2006) [89] encontraron que las celulasas se activan 
cuando entran en contacto con las raíces de arroz para degradar la pared 
celular e ingresar a los tejidos. En general, estas observaciones nos permiten 
concluir la adopción de cierta cautela al interpretar los resultados in vitro sobre 
la determinación de enzimas líticas, como indicadores asociados a buenos 
promotores de crecimiento.  
Se ha indicado que la producción de biofilm por PGPR, permite protegerlas de 
las condiciones ambientales extremas tales como alta salinidad, 
concentraciones de tanino, pH extremo, metales pesados, depredación y 
competencia con las poblaciones nativas del suelo [229],[222]. En este trabajo 
demostramos que las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 forman biofilm tanto sobre 
superficies abióticas como sobre superficies de la raíz de tomate y trigo. Esta 
capacidad le puede ser favorable para lograr colonizar la rizosfera, en particular 
la superficie radical, aún en condiciones de suelos con propiedades extremas. 
De acuerdo con lo observado, et al (2014) [351], describió que aislamientos de 
Enterobacter sp. con propiedades promotoras de crecimiento exhiben una 
relativa mejor capacidad de formación de biofilm. Esto indica que la 
conservación de los determinantes de producción de biofilm en PGPRs resulta 
favorable para las etapas de establecimiento y colonización del rizoplano 
vegetal. Una pregunta que surge, cuya respuesta merece ser encarada, 
evaluaríael rol de síntesis de polisacáridos por las bacterias, su efecto sobre la 
formación de biofilm y consecuentemente sobre la interacción con la planta.  
Nuestros aislamientos mostraron antagonismo contra un hongo patógeno para 
trigo. Si bien, este resultado y los otros sobre la caracterización de propiedades 
de los aislamientos no nos permiten identificar el posible mecanismo por el cual 
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las bacterias ejercen el antagonismo, concluimos que el resultado negativo de 
enzimas líticas induce a especular que el mecanismo podría resultar de la 
producción de compuestos antibióticos o producción de quitinasas. De 
cualquier manera, el resultado es auspicioso para el uso de los aislamientos en 
el biocontrol de enfermedades fúngicas de cultivos de interés agronómico.  
En este trabajo presentamos dos líneas de evidencias para proponer que la 
asociación entre nuestros aislamientos y las plantas, es a través de la 
colonización de la rizosfera. En un conjunto de ensayos, encaramos la 
observación microscópica de tejidos inoculados con nuestros aislamientos en la 
búsqueda de imágenes sobre la colonización. Con este propósito, la utilización 
de marcadores reporteros incorporados a plásmidos, resultó útil para revelar la 
localización de las células en observaciones microscópicas de explantos 
vegetales.  
Por otro lado, examinamos cuantitativamente el número de células asociadas al 
rizoplano y/o al interior tisular, después de la inoculación con los aislamientos 
PGPR. Este análisis fue realizado sobre tomate y trigo. Los recuentos de 
bacterias en los extractos de tejido desinfectado no fueron los esperados para 
la localización de bacterias en la parte interna de los tejidos mientras, que en 
los tejidos no desinfectados se registró un número importante de células de las 
cepas. Esto fue interpretado como una asociación localizada en la superficie 
radical y sus vecindades. En conjunto, estos resultados y los de las 
observaciones microscópicas fueron coincidentes. Encontramos que células 
bacterianas fueron visualizadas dispuestas en filas sobre la superficie de la raíz 
de ambos cultivos, predominantemente en la unión de las células de la 
epidermis y en la zona de pelos radicales. En raíces y tallos desinfectados 
superficialmente y en cortes transversales no se detectó la presencia de las 
cepas. Los resultados nos dieron suficiente datos para concluir que las cepas 
no residen en el interior de los tejidos de trigo y tomate sino que se encuentran 
asociadas a la superficie de la raíz. 
Se reconoce que las bacterias PGPR pueden enfrentar diferentes desafíos 
durante su permanencia en suelo tales como la depredación por microfauna, 
acción de antibióticos y enzimas líticas, y por las características intrínsecas de 
los suelos que afectan la capacidad para colonizar las raíces condicionando 
negativamente la respuesta de estimulación del crecimiento de plantas. 
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Nuestros ensayos usando suelo para evaluar el curso de sobrevivencia de las 
cepas en el curso del tiempo indicaron que logran establecerse en el suelo. 
Habiendo demostrado la estabilidad poblacional en suelo, el resultado es 
interesante porque podría extrapolarse a las condiciones naturales, con 
potencialidad para que interactue con el cultivo desde el momento de 
implantación hasta varias semanas desde su introducción en suelo.  
Encontramos necesario evaluar las cepas en otros suelos con propiedades 
edáficas tales como pH extremo, diferentes grados de compactación, 
granulación y agregados, y diferentes niveles de nutrientes químicos. En este 
sentido, la realización de ensayos semejantes pero en suelos contrastantes en 
sus compontes físico-químico, validará y generalizará los resultados descritos. 
Por otra parte se observaron los efectos de la inoculación con las cepas 
E.sp.2.14 y E.sp.1.24 en cultivos de interés agronómico bajo dos sistemas de 
crecimiento: ambiente controlado y a campo. En tomate, trigo y alfalfa 
cultivados en ambiente controlado, los resultados evidencian que la inoculación 
con las cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 está asociada al aumento de diversos 
parámetros de crecimiento y biomasa. Estos resultados muestran ubiquidad de 
la propiedad PGPR de nuestros aislamientos dado que promueven el aumento 
de crecimiento en diversas especies vegetales.  
El nivel de aumento de productividad asociado a la inoculación con nuestras 
cepas fue comparable a los resultantes de inocular con otras reconocidas 
especies bacterianas promotoras de crecimiento en ensayos a campo. Estos 
resultados validan los obtenidos en laboratorio. Entendemos que la robustez de 
los ensayos a campo está dado por la repetición de los mismos en campañas 
sucesivas. Observamos resultados positivos en varios de los ensayos, aunque 
encontramos también ocasionalmente efectos negativos sobre la productividad 
en algunas campañas, esta variabilidad que generalmente se encuentra en 
ensayos a campo realizados por otros autores y cultivares, podría ser asignado 
a la dependencia de la combinación de suelo y condiciones climáticas [352]. 
Encontramos relevante ensayar la inoculación de estos cultivos en zonas 
donde los suelos presenten limitación de nutrientes, variantes en materia 
orgánica, contenido alto de aluminio o hierro y pH extremo. Teniendo en cuenta 
que E.sp.2.14 y E.sp.1.24 fueron aislados de suelos de Noreste de Argentina, 
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con características extremas en pH y alto nivel de aluminio, sería esperable 
una satisfactoria respuesta en tales suelos [46].  
Nuestros estudios fueron realizados en diversas especies vegetales 
repesentativas de las gramíneas, solanáceas y fabáceas, resultando en una 
respuesta positiva a la inoculación con nuestros aislamientos. Estos resultados 
son novedosos, amplian el espectro de especies vegetales sobre las cuales las 
cepas E.sp.2.14 y E.sp.1.24 actuan promoviendo el crecimiento. Tomados los 
resultados descritos, no identificamos un factor determinante de la capacidad 
promotora de crecimiento, podemos concluir que estas cepas actúan en la 
rizosfera a través de probablemente una combinación de algunas de las 
propiedades de promoción, por ejemplo la producción de ácido indol acético, 
solubilización de fosforo etc. Se propone un modelo en el cual las bacterias 
colonizan -atraídas por quimio-atractantes del exudado radical- ciertas zonas 
preferenciales de la raíz, donde la producción de fitohormonas estimula el 
aumento de aparato radical que permite explorar una mayor región del suelo y 
aumentar la capacidad de absorción de nutrientes. La capacidad de fijación de 
nitrógeno favorecía a las bacterias inoculadas en la sobrevivencia y 
competencia con la población residente.  
 Creemos que los resultados de los primeros capítulos de este trabajo de tesis 
representa un aporte significativo al conocimiento de bacterias promotoras de 
crecimiento, hacia la generación de una alternativa en el manejo de los cultivos 
de trigo, maíz y soja. Posiblemente estos resultados puedan extrapolarse a 
zonas del país con características similares y también a otras con 
características alejadas de las ensayadas. Estamos advertidos que una 
proyección hacia el uso comercial de estas cepas, encuentra necesario realizar 
ensayos pertienentes que permitan evaluar su potencial patógeno para 
humanos.  
El estudio de las comunidades endófitas fijadoras de nitrógeno aplicando 
métodos independientes del cultivo en laboratorio, permite obtener una visión 
amplia de la diversidad de esa comunidad bacteriana, proveer información útil 
para desarrollar políticas dirigidas a preservar el ambiente, y aseguren la 
explotación sustentable de los agroecosistemas.  
El estudio de la comunidad fijadora de nitrógeno comprendió el enfoque 
metagenómico en el cual se encaró la amplificación del gen nifH usando com 
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ADN templado al extraido de tejido desinfectado. Encontramos que la 
aplicación de la técnica de RFLP del gen nifH, nos permitió revelar diferencias 
en la estructura de la comunidad endofítica fijadores de nitrógeno potenciales 
(ADN-nifH) de plantas de trigo y tomate sometidas a fertilización química, 
inoculación con bacterias PGPR, sitio de cultivo y estado fenológico de las 
planta.  
Los resultados obtenidos en trigo de los análisis de agrupamiento (UPGM), 
utilizando las matrices de Bray-Curtis, indican que el factor inoculación de 
bacterias PGPR no alteran los perfiles RFLP de la comunidad endófita fijadora 
de nitrógeno, aunque los tratamientos de la localidad de Ferré tienen una 
menor similitud que los tratamientos de la localidad de Junín, mientras que el 
factor de evaluación sitio de cultivo, alteran la estructura de la comunidad, 
porque los tratamientos forman dos grupos y están relacionados con los sitios 
de cultivo (Junín-Ferré). En el PCoA, se observó que los tratamientos divergen 
por el sitio de muestreo (Junín y Ferré), a su vez los tratamientos de la 
localidad de Ferré forman dos grupos, lo que indicaría que la inoculación de las 
bacterias PGPR están alterando la comunidad de endófitos fijadores de 
nitrógeno. Mientras que en Junín los tratamientos se encuentran agrupados y 
esto indica que las inoculaciones de las PGPR no altera la comunidad. 
En el análisis de agrupamiento, UPGM y PCoA, de la comunidad endofítica 
fijadora de nitrógeno de tomate se observaron marcados cambios en la 
estructura de la comunidad por efectos de la siembra de los plantines en el 
suelo. Estos resultados revelan que una parte de la comunidad fijadora de 
nitrógeno del suelo tiene la capacidad de ingresar a los tejidos vegetales 
internos y colonizarlos. Por otra parte se puede especular que los perfiles de la 
comunidad endófita fijadora de nitrógeno de las plantas en ausencia de suelos 
provienen de microflora de las semillas. Se observó que los perfiles se ven 
afectados por la aplicación de la fertilización química al separar los tratamientos 
control y los tratamientos con fertilización química. 
Con los datos obtenidos podemos inferir que la técnica de “fingerprints” RFLP-
nifH es útil para evaluar los cambios en los perfiles de la comunidad endófita 
fijadora de nitrógeno de trigo y tomate de los efectos ocasionados por sitio 
cultivo, inoculación de bacterias PGPR y fertilización química. 
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Basado en la pirosecuenciación de secuencias nifH, obtenidas a partir de la 
amplificación del gen nifH de la comunidad endofítica de tomate y trigo 
encaramos la tarea de identificar a los grupos taxonómicos candidatos 
potenciales en la fijación de N2.  
Se analizó en trigo el efecto de la inoculación de las bacterias PGPR donde se 
observó que la diversidad diazotrófica y la riqueza no son afectadas por 
inoculación de las bacterias PGPR. Por el contrario el sitio de cultivo tiene un 
efecto estadísticamente significativo sobre la riqueza, pero no sobre la 
diversidad.  
Estos datos revelan que la diversidad y la riqueza no son afectadas por la 
inoculación de las bacterias PGPR, mientras que el sitio cultivo afecta la 
riqueza de la comunidad endófita fijadora de nitrógeno.  
Encontramos diferentes grupos taxonómicos que colonizan los tejidos internos 
de trigo, resultando interesante detectar la presencia de los filotipos nifH 
relacionados filogenéticamente Alfaproteobacteria, Firmicutes Delta- 
Gammaproteobacteria, cyanobacterias y un grupo de bacterias no cultivables. 
Dentro de estos grupos se encontró que los filotipos más abundantes están 
relacionados a los géneros: Rhizobiales, Clostridiales, Desulfovibrionales, 
Bacillales y Nostocales. 
Por otro lado, se observó que los filotipos Clostridiales, Desulfovibrionales son 
propios de la localidad de Ferré y estos filotipos alternan su abundancia con la 
inoculación con las cepas PGPR. En la localidad de Junín se encontró el orden 
Nostocales como propio de esa localidad y la inoculación con las bacterias 
PGPR no altera su abundancia, mientras que se comparten los orden 
Rhizobiales y géneros Paenibacillus entre las localidades. Los filotipos 
encontrados han sido reportados como bacterias que se encuentran 
predominantes tanto como saprófitos del suelo o como endofíticas, sustentando 
la propuesta que el suelo es el principal reservorio de las bacterias endófitas. 
  
Los datos de pirosecuenciación del gen nifH de la comunidad de tomate mostró 
aumento significativo de la diversidad cuando las plantas fueron transferidas a 
suelos, lo que estaría revelando el gran aporte de las bacterias fijadoras de 
nitrógeno del suelo. Este resultado es interesante y novedoso porque 
demuestra que la población endofítica es dinámica en el tiempo, variando y 
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modificándose desde su implantación en suelo. Por otra parte, se observó que 
la fertilización química tiene un efecto negativo sobre la diversidad de las 
comunidad endofítica diazotrófica de tomate, mostrando la sensibilidad de la 
misma a factores exógenos al ambiente.  
La transferencia de los plantines a suelo no altera el indicador de riqueza, 
aunque la fertilización química y el estado fenológico se encontraron asociados 
a variaciones de la riqueza, aumentando de manera significativa. Por lo que 
podemos inferir que la fertilización química y estado fenológico de la plantas 
facilitan la colonización de los tejidos internos de algunos grupos bacterianos. 
Por ejemplo, en el estadío de plantines, previo a la transferencia al suelo 
encontramos los grupos taxonómicos predominantes Alfaproteobacteria y 
Deltaproteobacteria. Cuando estos plantines se transfieren a suelo el grupo de 
las Deltaproteobacteria aparece reducido a una mínima expresión, 
contrariamente aparece el grupo Gammaproteobacterias. Además hay un 
aumento del grupo de las Alfaproteobacterias. En este sentido Yang et al. [334] 
encontraron diferencias significativas en la composición del microbioma de 
endófitos de cinco cultivares de cebada crecidas en condiciones de asepsia y 
en plántulas cultivadas en suelo no estéril, lo cual les permitió concluir que el 
suelo está asociado a modificaciones de estructura de la comunidad endofítica 
que se encuentra en las semillas, particularmente sobre los grupos 
taxonómicos Enterobacteriacea y Paenibacillaceae, los cuales disminuyeron su 
abundancia en plantas crecidas en suelo, mientras que los grupos taxonómicos 
Actinobacteriacea y Rhizobiaceae se vieron favorecidos aumentando su 
abundancia. En plantas sin fertilizar y plantas fertilizadas, los grupos 
taxonómicos Gama, Frmicutes, Delta son afectados negativamente por la 
fertilización química, mientras que el grupo de las Alfaproteobacteria y 
Cyanobacteria aumenta su abundancia. Cómo la estructura poblacional es 
modificada por efectores ambientales es un aspecto de interés para avanzar en 
nuestro conocimiento sobre endófitos. 
Dentro de los grupos más abundantes encontramos un grupo de bacterias no 
cultivables que representa el 9,6% de toda la base de datos y no están 
reportadas como endófitas de tomate. Este grupo de bacterias no cultivables 
aparece después de la transferencia a suelos, lo que demuestra una 
interacción entre población del suelo y la planta.  
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Detectamos un grupo de bacterias relacionadas filogenéticamente a patógenos 
de plantas, el cual no correspondería ser asignaddo a bacterias endofiticas, o 
alternativamente la asignación filogenéticamente de este grupo es imprecisa y 
requiere revisión. 
Encontramos interesante revelar una población endófita con un alto grado de 
diversidad, sugiriendo que el tamaño de la población endófita es relativamente 
grande. Los resultados conlleva a proponer y extender los estudios con 
preguntas más precisas sobre algunos grupos específicos, por ejemplo los 
relacionados con microrganismos no cultivados y con los microorganismos que 
residen en las semillas tales como los emparentados con Geobacter sp.  
Este trabajo documenta y demuestra los efectos de la inoculación de bacterias 
PGPR, localización geográfica del cultivo, y fertilización química sobre la 
diversidad de comunidades diazotroficas e identifica asociaciones con algunos 
grupos taxonómicos. Esto abre nuevas avenidas para investigaciones sobre la 
biología de la comunidad endófita fijadora de nitrógeno en ambientes 
específicos. Aspectos relacionados con los procesos de entrada y colonización 
de los tejidos internos de la planta continúan siendo interrogantes con 
respuestas parciales. Resulta esencial aumentar el número de muestras 
analizadas, y extender estos análisis a otras especie vegetales para disponer 
una visión amplia que permita confirmar la ocurrencia de ciertos filotipos nifH 
de particular interés. Concluimos que las características edafoclimáticas, 
fertilización química afectan significativamente la estructura de la comunidad 
fijadora de nitrógeno. Además, encontramos que la distribución de algunos 
grupos filogenéticos se encuentran asociados a características particulares del 
sitio cultivo y la fertilización química, lo cual representa una característica 
potencialmente útil para su uso futuro como marcador sensible a los cambios 
ambientales.  
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Tabla S1. Rendimiento y pureza de ADN del tejido de trigo y tomate. Las 
mediciones se realizaron con el espectrofotómetro Nanodrop. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abreviatura Rendimiento 
(DNA ng/ul ) 
A260/280 A260/230 
JC 50 2,1 1,6 
JI_co 56,6 1,9 0,9 
FC 25 1,9 0,5 
FI_co 31,5 2,2 1,1 
1-ant_1 31,5 2 1,6 
2-ant_1 45,5 1,8 1,8 
1-cont_2 25 1,9 0,9 
2-cont_2 31,5 1,9 1,1 
1-fert_2 56 2,1 1,6 
2-fert_2 63,8 1,9 0,9 
1-cont_3 50 1,9 0,5 
2-cont_3 56,6 2 1,6 
1-fert_3 32,1 1,8 1,8 
2-fert_3 66 2,1 1,6 
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Tabla S2. Matriz de RFLP-nifH de la comunidad endófita de trigo. La matriz 
comprende la sumatoria de la matriz obtenida a partir con la endonucleasa 
HaeIII y MspI. 
JC FC JI_co FI_co 
1 2 1 2 
0 2 0 1 
2 0 2 1 
1 0 0 2 
0 2 0 0 
1 0 2 1 
0 1 0 2 
1 0 1 0 
0 1 0 1 
0 1 0 0 
0 0 0 1 
0 0 0 1 
 
Tabla S3. Matriz de RFLP-nifH de la comunidad endófita de tomate. La matriz 
comprende la sumatoria de la matriz obtenida a partir con la endonucleasa 
HaeIII y MspI  
 
 
 
1-ant_1 2-ant_1 1-cont_2 2-cont_2 1-fert_2 2-fert_2 1-cont_3 2-cont_3 1-fert_3 2-fert_3 
0 0 1 4 3 1 0 1 2 2 
4 2 3 1 1 3 1 3 1 1 
0 0 0 0 0 1 3 0 1 1 
1 1 2 3 1 3 2 2 0 0 
1 0 0 0 2 1 0 2 1 3 
1 1 2 2 1 1 2 1 3 0 
1 1 2 0 1 3 0 0 1 1 
1 1 0 1 1 0 1 2 1 1 
1 1 2 2 0 0 1 1 0 0 
2 2 0 0 0 0 1 0 1 1 
1 1 2 1 3 2 0 2 0 1 
0 0 1 2 1 2 0 0 1 1 
0 1 1 1 1 1 1 1 3 3 
1 1 1 1 0 1 0 0 2 2 
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Figura S1. Curvas de crecimiento cepas transformadas y cepas silvestre. Panel A medio 
de cultivo LB y cepas E.sp.2.14 (curva color café) y E.sp.2.14-M (Curva color negro), en panel 
B idéntico a panel A con medio mínimo M9, en paneles C y D idéntico a A-B con las cepas 
E.sp.1.24 (Curva color rojo) y E.sp.1.24-M (curva color verde). 
 
 
 
Figura S2. Actividad solubilizadora de fosfato de las cepas E. sp. 2.14 (A) y E. sp. 1.24 (B) 
y sus mutantes. En A-B: Se muestra la actividad solubilizadora como halos claros (zona 
traslucida) de las cepas salvajes y cepas marcadas con el gen GFP.  
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Tabla S4. Actividad solubilizadora de fosfatos en medio NBRIP con las cepas 
E. sp. 2.14, E. sp. 1.24 y sus variantes isogénicas. 
 
Cepas  IS (mm)* 
  Día 2 Día 4 Día 6 Día 8 Día 10 
E.sp.2,14 1,30 1,71 2,00 2,11 2,25 
E.sp.2.14-M 1,33 1,66 2,03 2,09 2,03 
E.sp.1.24 0,97 1,73 2,19 2,07 2,09 
E.sp.1.24M 0,88 1,72 2,18 2,08 2,08 
*el índice de solubilización (IS) fue calculado como la diferencia entre diámetro del halo de 
solubilización y el diámetro de la colonia. 
 
 
 
Tabla S5. Evaluación de parámetros fisiológico en ensayos de trigo inoculados 
con las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 en campo de Ferré. 
 
Número  Pesos frescos (g) Peso seco (g) 
Tratamiento  Plantas 
 
Espigas 
 
Macollos 
Macollos 
 
 Espigas  
 
 Macollos  
 
 Espigas  
 
Control sin inoculación 291 403,6b 646,7 a 464, 5a 1705a 112a 654a 
Inoculación:             
E. sp. 1.24 317, 7 439,3b 622,7 a 417, 9a 1758a 92a 631a 
 E. sp. 1.24+E. sp. 2.14 307, 7 423,6b 636,0 a 464, 9a 1728a 117a 654a 
E.sp.2.14 302, 7 277, 3a 973,3 b 628b 1743a 160,8c 635a 
Rizofos 305, 3 421,5b 704,8b 471, 6a 1758a 122,2b 545a 
Los subíndices (a, b y c) indican diferencias estadísticamente significativas (p>0.01) aplicando 
el test de Tukey y  (a, a) sin significancia estadística. 
 
Tabla S6. Evaluación de parámetros fisiológico en ensayos de trigo inoculados 
con las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 en campo de Junín. 
 
Número  Peso fresco (g) Peso seco (g) 
Tratamiento  Plantas  Espigas  macollos  Macollos  
 Espigas 
 
Macollos 
 
Espigas 
 
Control sin inoculación 308,9 411,1 963,4 375 2066,7 111,2 620 
Inoculación: 
  
          
 E. sp. 1.24 306,2 406,2 930,7 464,7 1916 109,6 684 
 E. sp. 1.24+E. sp. 2.14 307,6 404,9 968,7 438,9 1832 112 634 
E.sp. 2.14 317,8 419,1 948 429,8 2057,3 108,4 796 
Rizofos 306,7 432,9 906,7 398,3 1970,7 86,6 644 
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Tabla S7. Evaluación de parámetros fisiológico en ensayos de trigo inoculados 
con las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 en campo de Pergamino. 
 
Número Peso fresco (g) Peso seco (g) 
Tratamiento  Plantas  Espigas  Macollos  Macollos  Macollos 
Control sin inoculación 298,7 523,1 661,1 434,7 80,8 
Inoculación:         
E. sp. 1.24 304 526,7 709,8 497,3 86 
 E. sp. 1.24+E. sp. 2.14 300 544 661,3 489,3 94,4 
E.sp.2.14 294,2 496,4 659,3 400 65,2 
Rizofos 296,9 520,4 666,9 484 83,2 
 
 
Tabla S8. Evaluación de parámetros fisiológicos de maíz inoculado con las 
cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 en campo localidad de Ferre. 
 
Número Peso fresco (g) Peso seco (g) 
Tratamiento Plantas  Espigas  Parte aérea  Raíz Parte Aéreo  Raíz 
Control sin inoculación 8,3 7,6 50,8 9,4 8,7 4,2 
Inoculación:           
E. sp. E. sp. 2.14 8,6 7,5 50,1 9 8,6 4,6 
E. sp. 1.24 8,8 8,2 51,9 8,1 8,4 4,1 
E. sp. 1.24+E. sp. E. sp. 2.14 9,2 8,4 47,3 8,61 6,9 3,5 
Rizofos 8,3 7,9 47,3 9,1 9 5,3 
 
 
Tabla S9. Evaluación de parámetros fisiológicos de maíz inoculado con las 
cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 localidad de Junín. 
 
Número  Peso fresco (g) Peso seco (g) 
Tratamiento Plantas (m) 
 Espigas 
 (m) 
 parte 
aérea Raíz 
Parte 
aéreo Raíz 
Control sin inoculación 9,78 8,2 84,6 11,2 12,4 4,9 
Inoculación:            
E. sp. E. sp. 2.14 8,56 8 91,6 10,7 13,3 5,5 
E. sp. 1.24 9,33 9 67,8 11,8 11,3 4,8 
E. sp. 1.24+E. sp. E. sp. 
2.14 9 8,2 78,5 12 11,9 5,1 
Rizofos 8,8 8,4 77,6 10,2 13,4 5,9 
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Tabla S10. Evaluación de parámetros fisiológicos de maíz inoculado con las 
cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 localidad de Pergamino. 
 
Número  
Tratamientos Plantas Espigas 
Control sin inoculación 9,2 7,9 
Inoculación:    
E. sp. E. sp. 2.14 9,2 8,3 
E. sp. 1.24 9,2 8,3 
E. sp. 1.24+E. sp. 2.14 8,8 8,5 
Rizofos 9,2 8,1 
Las abreviaturas: control sin inoculación; tratamiento inoculado con: cepa E. sp. E. sp. 2.14, E. 
sp. 1.24, Co-inoculación de cepa E. sp. 2.14+E. sp. 1.24 y Rizofos inoculante comercial base 
de Pseudomonas fluorescens. 
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Tabla S11. Evaluación de parámetros fisiológico de inoculación de las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 en soja a campo localidad de 
Ferre. 
  
Número de nódulos Peso seco de nódulos 
Tratamiento Nº de plantas Corona  Raíz Principal Raíz Secundaria Total  Corona Raíz principal Raíz secundaria Total 
Control sin inoculación 32, 8a 0, 2a 4,4 15,5 39,9 0,01 0,03 0,08 0,2 
Inoculación:           
  E. sp. 1.24 + 214 + Rizoliq 33, 6a 0, 2a 5,6 13,2 37,7 0,02 0,04 0,06 0,2 
E. sp. E. sp. 2.14 34,5b 0,5b 4 10,2 29,2 0,006 0,04 0,05 0,1 
E. sp. 1.24 33, 3a 0,5b 5,4 13,6 39 0,002 0,03 0,06 0,1 
 E. sp. 1.24 + 214 32, 8a 0, 3a 5,7 14,9 41,5 0,003 0,04 0,06 0,2 
 E. sp. 1.24 + Rizoliq 32a 0, 2a 4,5 13,5 36,2 0,003 0,04 0,06 0,2 
E. sp. 2.14 + Rizoliq 35,4c 0,5b 6,4 10,4 34,6 0,018 0,05 0,06 0,1 
Rizoliq 31, 9a 0, 3a 4,8 11,1 32,4 0,007 0,03 0,06 0,2 
Los subíndices a, b  indican la significancia estadística  y a, a sin significancias estadística.  Se aplicó análisis de varianza contrastando las medias con el test 
Tukey (p>0.01).  
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Tabla S12. Evaluación de parámetros fisiológico de inoculación de las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 en soja a campo localidad de 
Junín. 
  
Número de nódulos Peso seco de los nódulos 
Tratamiento Nº de plantas Corona  Raíz Principal  Raíz Secundaria Total  Corona  Raíz principal  Raíz secundaria  Total 
Control sin inoculación 33,8 0,1 a 1,6 3,8 16,1 0,005 0,01 0,03 0,11 
 E. sp. 1.24 + 214 + Rizoliq 34 0,16b 1,1 2,4 10,7 0,003 0,01 0,02 0,12 
E. sp. E. sp. 2.14 32,7 0,27b 1 2,9 12,3 0,004 0,01 0,02 0,11 
E. sp. 1.24 33,8 0,9 a 1,6 4,2 17,1 0,004 0,01 0,03 0,09 
 E. sp. 1.24 + 214 34,1 0, 1a 2,2 5,2 21,9 0,002 0,01 0,03 0,11 
 E. sp. 1.24 + Rizoliq 34,7 0, 1a 1,9 5 20,5 0,002 0,01 0,03 0,11 
E. sp. 2.14 + Rizoliq 34 0, 1a 1,2 2,6 10,9 0,002 0,01 0,02 0,12 
Rizoliq 32,8 0, 1a 2,1 4,1 18,6 0,007 0,01 0,02 0,14 
Los subíndices a, b  indican la significancia estadística  y a, a sin significancias estadística.  Se aplicó análisis de varianza contrastando las medias con el test 
Tukey (p>0.01).  
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Tabla S13. Evaluación de parámetros fisiológico de inoculación de las cepas E. sp. 2.14 y E. sp. 1.24 en soja a campo localidad de 
Pergamino.  
  
Número de nódulos Peso seco de los nódulos 
Tratamiento Nº plantas  Corona Raíz Principal Raíz Secundaria  Total Corona Raíz principal  raíz secundaria  Total 
Control sin inoculación 36, 7a 2, 5a 6, 9a 20,3b 29,7 0,0 a 0,1 0,08 0,1 
Inoculación:              
 E. sp. 1.24 + 214 + Rizoliq 34, 7a 0, 5a 13b 21,2b 34,7 0,0 a 0,1 0,07 0,1 
E. sp. E. sp. 2.14 38, 7a 1, 1a 8, 2a 18, 5a 27,8 0,0 a 0,1 0,14 0,2 
E. sp. 1.24 36a 0, 5a 11,9b 12, 4a 24,8 0,0 a 0,1 0,08 0,2 
 E. sp. 1.24 + 214 34a 0, 6a 11,2b 13, 4a 25,2 0,01b 0,1 0,07 0,1 
 E. sp. 1.24 + Rizoliq 37, 3a 0,9b 8, 8a 16, 5a 26,2 0, 0a 0,1 0,08 0,1 
E. sp. 2.14 + Rizoliq 35, 3a 5, 6a 10,7b 15, 3a 31,6 0,02b 0,1 0,1 0,2 
Rizoliq 34,6b 1,2b 15,6b 13, 2a 30 0, 0a 0,1 0,07 0,1 
Los subíndices a, b  indican la significancia estadística  y a, a sin significancias estadística.  Se aplicó análisis de varianza contrastando las medias con el test 
Tukey (p>0.01).  
Tesis Doctoral  Material Suplementario Efren V. Ramos C. 
210 
 
Tablas S14. Análisis químico los suelos  de las localidades de Junín y Ferré 
campaña de siembra 2013-214  
 pH NO3 P-Bray N-Org N-Total Carbono 
Junín 5,5 6,6 2 2,5 0,14 1,4 
Ferré 5,7 6,3 21,8 3 0,14 1,7 
 
 
 
 
Figura S3. Representación biplot del análisis de compontes principales basado en la 
abundancia de los sublclusters nifH. Solo se muestran los subclusters mayor abundancia en 
la base de datos ADN-nifH de endófitos trigo. Los círculos coloreados en amarillo corresponden 
a los tratamientos localidad  Ferre y en rojo  a los tratamientos de las localidad Junín. 
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Figura S3. Análisis de coordenadas principales (PCoA) calculados a partir de las matrices de 
RFLP-nifH tomate y usando la distancia Bray-Curtis. El circulo color amarillo, rojo y verde indica 
el primer muestreo, segundo muestreo, tercer muestreo respectivamente y los recuadros de 
color negro indican los grupos formados  identificados con 1, 2 3 y 4 respectivamente. 
 
Figura S4. Análisis de coordenadas principales (PCoA) calculados a partir de la abundancia de 
los OTUs usando Bray Curtis. Los círculos coloreados en amarillo, rojo y verde pertenecen al 
primer, segundo y tercer muestreo respectivamente. Las abreviaturas cont, fert y ant indican 
tratamientos control, con fertilización química y antes de transferir al suelo, respectivamente. 
Los números antes y después de la abreviatura indican la réplica y el tiempo de muestro, 
respectivamente 
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Figura S 4. Representación biplot del análisis de componentes principales basado en la 
abundancia de los sublclusters nifH. Solo se muestran los subclusters con mayor 
abundancia en la base de datos ADN-nifH de endófitos tomate. Los círculos coloreados rojo 
representan al primer muestreo, verde representan el segundo muestreo y el color amarillo 
presentan al tercer muestreo. 
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